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要旨

原核および真核細胞のDNA複製酵素による複製エラーについては、それらの高い

忠実度およびバックグラウンド変異の低い鋳型DNAの調製が困難なために、試験管

内DNA複製系での解析がほとんど進んでいない○言い換えると、バックグラウンド

変異の充分に低い鋳型DNAの調製ができれば、複製エラーの検出が可能となる。従

来のファージミドを用いた鋳型となる一本鎖環状DNA（ssDNA）を生物学的に調製

する方法では、バックグラウンドの変異頻度を充分に下げることができない。しか

し、細胞内で増幅した二本鎖のプラスミドDNA（dsDNA）の状態なら、バックグラ

ウンドの変異頻度を充分に下げることができる。そこで、dsDNAを鋳型とする試験

管内戚CプラスミドDNA複製系（odC系）と甲止前進突然変異検出系とを組み合

わせて、大腸菌の複製酵素であるDNAポリメラーゼIIIホロ酵素（DNApolⅢIHE）

によって誘発される複製エラーの検出を試みた○この産物DNAの変異頻度は1．9Ⅹ

10ヰであり、鋳型DNAのバックグラウンド変異と比較して50倍の変異頻度の上昇が

観察された。このように、血C系を用いれば複製エラーを検出できることが明らか

になった。試験管内でDNApolIII肥によって誘発された変異の内容を塩基配列レ

ベルで決定したところ、一塩基フレームシフトが最も高頻度に検出された。特に同じ

塩基の並んだラン配列上で多数検出され、主要な複製エラーはスリッベージュラーで

あることが明らかになった。次いで、塩基置換が高頻度に検出されたが、その変異の

検出傾向から大部分は鋳型上の損傷塩基に起因して誘発されたものと思われた。その

他に二塩基フレームシフト、大きな欠失、重複、配列置換が検出され、鋳型DNAと

の比較からこれらの変異は複製反応中に誘発された変異であると思われた。

OIjC系を用いて複製エラーが検出されたのだが、それらの複製エラーがdsDNAの

どちらの配列を鋳型にして生じたのかは不明である○そこで、SSDNAを鋳型にした

新しい複製エラー検出系を開発した。バックグラウンド変異の低い鋳型DNAを得る

ために、dsDNAを試験管内で酵素学的にssDNAに変換したoDNApoIIIIHEを用い

て特定のプライマーからssDNA→dsDNA複製を行い、その産物の新生鎖だけの
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SSDNAを前述の方法で調製し、もう一度ssDNA→dsDNA複製を行って1回目の複

製で生じた複製エラーを変異に固定した（二連続ssDNA→dsDNA複製系）。この実

験系で検出された変異を調べたところ、1・5Ⅹ10－4の変異頻度で鋳型DNAに比べて5

～6倍の変異頻度の上昇が観察された。しかし、検出した塩基置換と一塩基フレーム

シフトは、詳細な解析から、その大半は鋳型上の損傷塩基に起因して誘発されたもの

であると示唆された。一方、二塩基フレームシフトや大きな欠失は、主には正常な塩

基間に由来した複製エラーを反映していると思われ、強力なホットスポットが観察さ

れることから、その発生には鋳型の塩基配列特異性が重要であることが示唆された。

この試験管内でプライマー伸長反応中（二連続ssDNA→dsDNA複製系）に誘発され

た変異と試験管内で複製フォークを形成した反応中（odC系）に誘発された変異とを

比較すると、少なくとも一塩基フレムシフトの忠実度は複製フォークの方が低かっ

た。特に、ラン配列での＋lフレームシフトは、プライマー伸長反応に比べて複製フ

ォークでは23倍も忠実度が低下していた。この結果から、同じ複製酵素を用いても

夏製様式の違いが複製酵素の忠実度に影響を与えることが示唆された。

複製酵素により誘発される複製エラーは、校正機能によって除ききれなかった塩基

選択の誤りを反映して変異として検出できる。よって、校正機能によって取り除かれ

る前の塩基選択の誤りの実体を調べることは、塩基選択の忠実度と校正機能の役割を

理解する上で重要なことである。そこで、校正機能を欠損させた大腸菌のDNApoIIII

Eによって誘発される複製エラーを二連続ssDNA→dsDNA複製系で調べたとこ

ろ、検出された変異の大部分は正常な塩基間に由来した複製エラーを反映しているこ

とが示唆された。この酵素によって誘発された複製エラーの頻度は2．2～3．3Ⅹ10－4で

鋳型DNAに比べて4卜57倍の変異頻度の上昇が観察された○変異頻度の上昇に最

も寄与していたのが一塩基フレームシフトで、ラン配列上でのスリッページエラーが

多数観察された。次に変異頻度の上昇に寄与していたのが塩基置換で、鋳型がTのと

きにdGMPが誤って取り込まれる型が最も高頻度に検出された○しかし、その相補的

な関係になる鋳型がAのときにdCMPが誤って取り込まれる型はほとんど検出され

ず、校正機能が働かない場合は、恐らくT‥dGMPの方がA：dCMPよりも150倍ぐらい

伸長反応が起こりやすいと推定された。野生型DNApo＝IIHEを用いた場合と比べ

て、校正機能欠損型DNAPoIIII＝Eを用いて検出した塩基置換と一塩基フレームシフ

トは、それぞれ5・卜7・3倍と22～45倍の変異頻度の上昇が観察されたが、その他

のクラスの変異頻度の上昇は観察されなかった。よって、二塩基フレームシフトや大

きな欠失は、一度誘発されたら校正機能によって修復を受けないことが示唆され、

誤った塩基の取り込みが引き金となってこれらの変異が誘発されるのではないと推定
された。
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1∴自然突然変異の研究の流れ

突然変異が誘発されることによって遺伝情報が変化し、生命は長い時間の中で進

化して今日に至ったことは明白である。生物全体にとって突然変異の生成が有益で

あることは疑いない0しかし、個々の生物にとっては同時に、突然変異によって癌

や遺伝病などが引き起こされる危険性を伴うことになる。

突然変異という概念は、1901年にDeVhesの「突然変異説」の中で最初に提唱

された。しかし、当時はまだ遺伝子の物質的基盤が不明のため、突然変異の概念は

表現型として形質の変化を伴い、かつ遺伝的に安定であることを指していた。遺伝

子の物質的基盤に候補が挙がったのは、1928年のGrimthによる肺炎菌を使った実

験からで（Grimth，1928）、その後1944年のAveryらの実験によって遺伝を司るの

は、DNAであることが明らかになってきた（Averyetal・，1944）。また、1930年代

から突然変異の研究に微生物が用いられるようになり、それまでの植物や蝿などを

用いた形態的変異を中心とした解析に比べ、生化学的変異を利用することが可能に

なった。そして微生物を使うことによって、巨大な集団を短期間で扱えるようにな

り、：1943年に突然変異の発生はランダムな確率事象であるという、L。riaとDelb，uCk

のTlファージ耐性変異の実験にいきついた（Luria＆Delbrdck，1943）。

このように1940年代には、遺伝子の物質的基盤と突然変異の発生について大分明

らかになってきたが、遺伝子にはどの様に突然変異が生じるのかという根本的な問

題は未解決であった。この間題の突破口となったのは、1953年のWatsonとCrickの

DNAは二重らせんより構成されるという研究結果（Watson＆Crick，1953）で、この

研究から複製の機構はもちろん、突然変異の発生に関しても生化学的に類推するこ
とが可能になった。

突然変異には、人為的突然変異と自然突然変異がある○初期の突然変異の研究

は、主に放射線や紫外線などの各種の変異原で処理することによって変異体を得る

人為的突然変異によって研究が進められた。一方、自然突然変異は、細胞や個体が

通常の環境下で生育しているときに稀に生じる変異のことを指し、その現象が稀に

しか生じない為に、自然突然変異の研究は非常に困難であった。その為、自然突然

変異は、自然界に存在する各種の環境変異原（紫外線、自然放射線等）によって引

き起こされると考えられてきた時期もあった。しかし、自然界に存在する環境変異

原（人間の産業活動に伴うものは除く）のレベルは極めて低く、自然突然変異頻度

の上昇にはほとんど寄与しか－と思われ、むしろ自然突然変異の原因は、細胞活動

中に内在するものであると現在では考えられている○自然突然変異の生じる原因を

研究するうえで最も大きな転期となったのは、1954年にTrefftrsらによって大腸菌

で自然突然変異頻度が野性株より高い変異株であるミューテ一夕一変異株が分離さ

れたことである（Tre脆rse血，1954）。このことは、突然変異の発生や抑制に関与

する遺伝子が、細胞内に存在していることを意味している。つまり、ミューテ一夕

一変異株が分離されること自体が、自然突然変異の原因が内在性のもであることを
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示唆する。その後、大腸菌では精力的にミューテ一夕一変異株の分離が試みられ、

野生株からミューテ一夕一変異株に形質が転換した原因遺伝子の同定と、その遺伝

子産物の生化学的解析が行われた。その結果、ミューテ一夕一遇伝子として複製装

置や前変異損傷の修復に関わる遺伝子、及びヌクレオチドプールの浄化に関わる遺

伝子が同定され、自然突然変異の分子機構の理解が大きく前進した（Horiuchietal．，
1989；Schaaper，1993；Miller，1996）。

2．本研究の背景

自然突然変異の主要な発生原因の一つは、複製酵素により誘発される複製エラー

に起因して生じることが遺伝学的にも生化学的にも示唆されている。遺伝学的な研

究から、自然突然変異率は～10－Jy塩基′複製であると推定されており（Drake，

1991）、主に大腸菌を用いた研究からこのような高い忠実度を実現するために以下

に述べる主に4つの因子が関わっていると考えられている（Horiuchietal．，1989；

Schaaper，1993；Miller，1996）。1）鋳型DNA中とdNTPプール中に内在する損傷塩

基の除去、2）複製酵素による塩基選択、3）複製酵素に内在する校正機能、4）

複製後修復系（EchoIs＆Goodman，1991；Modrich，1991；Tqjirietal・，1995；Wanget

∂り998）。これら個々の因子の研究は精力的に行われてきたのだが、まだ不明な点

が多く特に染色体の複製を行う複製酵素により誘発される複製エラーの実体に関し

ては、ほとんど理解されていないのが実状である○複製エラーに起因する自然突然

変異の生成には、まずDNA上に前変異損傷が生じ、次の回の複製でその前変異が

変異として固定されることが必要である。よって、自然突然変異の生成機構を理解

するためには、前変異損傷の分子機構を理解することが不可欠である。しかし、細

胞にはこの種の損傷に対する修復系路や防御機構が備わっているので、複製エラー

を研究するには、遺伝学的手法を用いた実験は不向きである。

これ迄の試験管内DNA複製による複製エラーの研究では、その解析系として一本

鎖DNA上に、そのDNAに相補的なプライマーをアニリーングさせて伸長反応を行

わせる（プライマーエクステンション）系（Weymouth＆L。eb，1978）や、プラスミ

ド上の標的遺伝子の領域のみを一本鎖にしておき、試験管内合成によってその領域

を埋める（ギャップフィリング）系（Bebenek＆Kunkel，1990）が用いられてきた。

これらの系では、試験管内DNA複製を行う前の鋳型DNA標品中に内在する標的遺

伝子のバックグラウンド変異の頻度が極めて高く、また、試験管内DNA複製で生じ

た変異は変異として固定（ホモニ重鎮）されていない、つまり前変異（ヘテロニ重

鎮）の状態にある。このDNA標品を細胞に導入した時、ある確率で前変異が変異と

して固定される為、変異の生じる頻度を過小に評価することになる。このように、

突然変異の検出感度が極めて低い為、校正機能のあるDNAポリメラーゼを用いての

実験では、復帰変異（特定の点変異のみを検出の村象とする）を検出するか、変異
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原を添加するか、ヌクレオチドプールを不均衡にしないと複製エラーを検出できな

かった（Pavlovetal・，1994；Kroutiletal・，1996；Kroutiletal・，1998；Phametal．，1998）。
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1．菌珠

試験管内oTjCプラスミドDNA複製系で用いる鋳型DNAを調製する際、野生型の

中止遺伝子をもつpUC系のプラスミドが、宿主に導入されるとプラスミドをもたな

い疎に比べて若干、増殖を阻害することが分かった。これを改善するためにプラス

ミド上の甲正道伝子の上流にアンバー変異を導入したプラスミド（pMOL3）を鋳型

DNAとして用いることにした0その為、変異を検出する宿主には、Smrでありアン

バーサブレッサーをもつIiBlOl（Boyer＆Roulland－Dussiox，1969）を用いた。しか

し、この変異検出用宿主として用いた鴇101細胞集団には、叩g＋から明媚－へ変

異した細胞が10－5～10－6の頻度で内在していることが実験的に判ったことから（data

notshown）、甲SL：変異の検出限界が宿主によって制限されることが明らかになっ

た。そこで、氾101に叩£遺伝子を持つプラスミド（pFSElOl）を導入した株

（MFlOl）を呼止－プラスミドを選択するための宿主として用いることにより解決し

た。また、大腸菌内で増幅した鋳型DNA（pMOL3）を調製し、そのバックグラウ

ンド変異を解析するとその50％前後にインサーションシークエンス（IS）が検出さ

れた。このISの影響を排除するために、ほとんどISがとばないサルモネラ菌

SL7284（Stanfbrd大学のBruceStocker博士より供与）を鋳型DNAを回収するため
の宿主とした。

二連続ssDNA→dsDNA複製系では、IPSL／遺伝子上に誘発されるアンバー変異も

検出することで、塩基置換の検出感度を高くするために標的遺伝子として野生型の

q）SL遺伝子をクローニングしたプラスミド（pFS4）を鋳型DNAとして用いた。そ

の為、試験管内戚CプラスミドDNA複製系とは異なり、アンバーサプレッサーを

もたない大腸菌MClO61（Wertmanetal・，1986）がIPSL／プラスミドを選択するため

の宿主として用いた。この菌株はE・COliGeneticStockCenter（Yale大学）より供与さ

れた。また、鋳型DNAを大腸菌内で増幅した際にバックグラウンド変異として検出

されるISは、複製エラーの検出には重大な影響を及ぼさないと思われたので、大腸

菌NM554（Raleighetal・，1988）を鋳型DNAを調製するための宿主として用いた。

2．プラスミドとDNA標品

変異検出用宿主であるMFlOlを構築するために、PSClOl（Cohen＆Chang，

1977）をベクターとしたpFSElOlを構築した。pFSElOlは、叩g遺伝子をテトラサ

イクリン耐性（Tcr）遺伝子を持つpSClOlにクローニングしたプラスミドである。

この時、叩古道伝子断片を得る方法として、飽101上の叩E遺伝子を含むtRNA

遺伝子（Nakq5imaetal・，1981）で、最初に転写される塩基を1として－81～900の領

域をPCR反応により増幅した0この時使用した上流側と下流側の両方のプライマー

の端には助成Ⅰにより切断される部位をもたせた○この助成Ⅰ部位を両端にもつ
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tRNA遺伝子断片をpsclOlのEcoRI部位にクローニングし、PFSElOlと名づけた。

PMOL3は、pHSG664（Hashimoto－Gotohetal・，1986）に由来するKmrのpUC系プ

ラスミドであり、中止遺伝子がクローニングされているopMOL3は、試験管内戚C

プラスミドDNA複製における鋳型DNA標品として用いた○また、PMOL3の調製
方法は以下の通りである。

PMOL3を導入したSL7284をカナマイシンを含むLbrothで飽和状態になるまで

30℃で培養する。この培養液を菌体が50個前後になるように希釈し、OD㈱が0．4

になるまでカナマイシンを含むL－richbrothで30℃で培養する。10mlの培養液を

21のカナマイシンを含むL－richbrothに接種し、OD6Mが3になるまで30℃で培養

し、菌体を回収する。7000xG、10分、4℃の遠心により菌体を集菌した後に、ア

ルカリーSDS法（Sambrooketal・，1989）により菌体からDNAを調製する。この時、

約100FLgの鋳型DNA標品を回収できる○次に、この回収されたDNAをFPLC

（PharmaciaBiotech社）クロマトグラムによりCCDNAとOCDNAに分離し、CC

DNAを試験管内DNA複製での鋳型DNA標品とした○また、鋳型DNA標品は、使
用する直前まで－80℃で保存しておく。

変異検出用プラスミドpFS4は以下に記述する方法で構築したpACYC177（Chang

＆Cohen，1978）誘導体である。PTrclOO（PharmaciaBiotech社）に挿入されている転

写終結シグナル（刀刀月ロブ7フ）の全長をPCR法により増幅する。その際、m月rJ乃

を増幅するためのプライマーはmβr∫乃の5側にβ庇Ⅰトβ5Ⅸトβ∂mHI切断領域

をもたせ、3一側にはDT？I切断領域をもたせた○この断片をpACYC177のBstEII一

触Ⅰ領域に挿入しpFSlを構築した。次にpFSlに甲止領域をクローニングするた

め♭土、p＝SG664の甲止領域全長をβ扇ⅩⅠと月AⅥ＝Ⅰ切断し、この断片をゲルから切

り出しpFSlに挿入した（pFS2）。PFS2にあるBamHI部位は不要であり、この部

位を潰すためにpFS2をBamHI切断しKlenow断片でその突出末端部を平滑末端に

変換した後、自己環状化することにより助川＝Ⅰ切断領域を潰した（pFS3）。最後

に鎖特異的なニックの導入を可能にするためにpFS3の腑eI一助ⅠⅡ領域に腑eト

ぶ少卜助mHト月〆Ⅱ－又もaI一触Ⅲ切断領域よりなる人工的に合成したニックカ

セットを挿入した（pFS4）。PFS4の塩基の数え方はTPSL，％クローニングした際に

使用した蝕妃ⅠⅠ部位のGを一番目とし中止の転写方向と同じ向きで数える。

PFS4を菌体より回収するときには、PFS4で形質転換したNM554からアルカリ法

（Sambrooketal・，1989）によりpFS4を回収した後キアゲンカラム（QIAGENGmbH
社）を通して精製した。

TreatedCCは以下のように構築した。PFS4をBamHI切断、CIP処理、BglII切断

しT4DNAリガーゼによる自己環状化反応を行いOCDNAを調製する。次にこの

OCDNAをDamメチラーゼで処理し、StyI切断、XbaI切断しT4DNAリガーゼに

よろ自己環状化反応を行いCCDNAを調製する。

プライマー伸長反応時に用いたプライマーは1回目の複製では、SS＋を鋳型とし

たとき1941～1960bpに、SS－を鋳型としたとき1966～1985bpに、2回目の複製
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ではSS＋を鋳型としたとき192卜1940bpに、SS－を鋳型としたとき1924～1944bp

に相補的な合成オリゴヌクレオチドで何れもニックカセット内に位置する。また、

一本鎖環状DNAにプライマーをアニーリングさせる条件は20mMTris－HCI（7．5）、

250mMNaCl、6・25ng／FLl一本鎖環状DNAの混合液に、予め70℃2分加熱し氷上

に置いたプライマーを0・5pmol′〃1になるように混ぜ、37℃30分加熱した後室温に
5分置いた。

人工的にヘテロニ重鎮を構築するために用いたプライマーは、甲止の開始コドン

の一番日のAから数えてトランジションは242番目のA：T→G：C、二塩基フレーム

シフトは110～115番目の3（TA）→2（TA）変異を導入するようにし、ミスマッチ部位

の前後15塩基を相補的な配列にした○また、一本鎖環状DNAにプライマーをアニ

ーリングさせる条件は20mMTris－HCl（7・5）、250mMNaCl、6・25ng／FLトー本鎖環状

DNA、0・5pmol／FLlプライマーの混合液を、70℃2分、60℃10分加熱した後室温
に15分置いた。

3．試薬・培地

本研究で使用した試薬は、特に記載のない限り、和光純薬工業、Sigma社から購
入したものを使用した。

本研究で使用した培地は、Lbroth［1％（w′v）Bacttrypton（Difto社）、0．5％（w／

V）Bactyeastextract（Difto社）、0・5％（w／v）NaCl］、L－richbroth［2・5％（w／v）

Bacttrypton（Difto社）、0・75％（w′v）Bactyeastextract（Difto社）、0・6％（w／v）

NaCl、0・6％（w／v）glucose］、SOC［2％（w／v）Bacttrypton（Difto社）、0．5％（w

／v）Bactyeastextract（Difto社）、0・06％（w′v）NaCl、10mMMgC12、10mM

MgSOい20mMglucose］である。

寒天培地として用いる場合には、1・5％の濃度でagar（Difto社）を加えて使用し
た。

抗生物質は、アンピシリンは100pg／ml、テトラサイクリンは5FLg／ml、スト

レプトマイシンは100〃g／ml、カナマイシンは50〃g／mlで使用した。

通常の培養にはLbrothを用い、DNA調製用の菌体を培養する場合にはL＿rich

brothを用いた。SOCは、エレクトロポーレーション法（Doweretal．，1988）の際に
使用した。

4・FPLCクロマトグラムによるCCDNAとOCDNAの分離

試験管内oIiCプラスミドDNA複製系で、CCDNAとOCDNAが混在している鋳

型bNA標品、及び複製産物より、CCDNAとOCDNAの分離にはFPLCクロマトグ
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ラムを使用する。試料とするDNAをエタノール沈殿法により沈殿物とし、50mM

NaClを含むpHが8・5のTE［10mMTris－HCl、1mMEDTA］で懸濁し、FPLCクロ

マトグラムにかける試料とする。FPLCクロマトグラムに使用する緩衝液は、PHが

7・5のTEにNaClが入った溶液を用いる。また、流速は0．1mi／minで4℃で行う。

先ず、カラムの大きさが1mlのHiTrapQカラム（PharmaciaBiote。h社）を使用す

る00・2M～0・6MNaClの塩濃度勾配（lineargradient）を40ml流し0．5mlずつ分

画する。DNAの入っている画分をエタノール沈殿法により濃縮を行った後、次の段

階に進む。次は、MonoQHR5／5カラム（PharmaciaBiotech社）を使用する。0．698

M～0・71MNaClの塩濃度勾配（1ineargradient）を20ml流した後、0．71M～0．8M

NaClの塩濃度勾配（1ineargradient）を10ml流し0．5mlずつ分画し、CCDNAある

いはOCDNAの入っている画分をエタノール沈殿法により濃縮を行った。

5・T7DNAポリメラーゼに内在する3▼→5－ユキソヌクレアーゼの性質を調べるた

めに用いた基質の調製法

OCDNAは、PFS4をBamHI切断、CIP処理、BglII切断しT4DNAリガーゼによ

る自己環状化反応を行い調製する。但し、自己環状化させるためのライゲーション

反応は、プラスミドDNAの濃度が4ng／〃1にし16℃2時間行った。二本鎖線状

DNAは、PFS4をSo，Ⅰ切断により調製した。一本鎖線状DNAは、SケI切断により

調製した二本鎖線状DNAを98℃5分間加熱し、氷上に置き急冷して調製した。

6．呼止変異検出系

試験管内otiCプラスミドDNA複製系で、鋳型DNAは300ng、複製産物は20ng
のDNAをMFlOlにエレクトロポーレーション法を用いて導入した。エレクトロポ

ーレーション用のコンビテントセル40FLlにDNA2FLlを幅が0．2cmのキュベット

の中で懸濁し、E・COliPulser（BioRad社）を用いて2．5kVの電圧をかけた。その試

料を1mlのSOC中に懸濁し、30℃90分間保温後、寒天培地に塗布する。変異頻度

の算出方法（Moeraい991）は、ストレプトマイシン耐性（Smr）になった形質転換

体の数を、プラスミドが形質転換された数で割って求めた。Smr変異体の数は、エ

レクトロポーレーションをした原液から3枚のストレプトマイシン（Sm）とカナマ

イシン（Km）を含むL培地プレートに播く。3枚の寒天培地に生えてきた各々の数

から平均を求め、Smr変異体の生菌数を算出した。プラスミドが形質転換された数

は、エレクトロポーレーションをした原液から菌体の数が、100～300個になるよ

うに希釈した。その際、希釈系列を4つ作りその各々から2枚のKmを含むL培地

プレートに播く。合計8枚のL培地プレートに生えてきた各々の数から平均を求
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め、プラスミドが形質転換された生菌数を算出した。

二連続ssDNA→dsDNA複製系で、IPSL，の前進突然変異頻度を測定する方法（M。

etal・，1991）は、プラスミドDNA標品でMClO61に形質転換することにより求め

た025ngのDNA標品を40／パのコンビテント細胞に混合し、エレクトロポーレー

ション法により形質転換した。エレクトロポーレーションはE．coliPulser（Bi。Rad

社）で行った。形質転換体の数を測定するために、SOC培地で30℃1時間振動培

養した菌液を希釈し、50〃g仙1のKmを含むL培地プレートに播き、30℃24時間

培養し生菌数を数えた。甲止‾変異体の数を測定する際には、SOC培地で30℃1時

間琴動培養した菌液を希釈し、50FLghnlのKmと100FLg／mlのSmを含むL培地プ

レートに播き、30℃24時間培養し生菌数を数えた。変異頻度の決定は、KmrSmr形

質転換体の数をKmr形質転換体の数で割ることにより求めた。変異の生じた部位

は、自動DNAシークエンサー（Mode1373A、AppliedBiosystems社）を用いて決定
した。

7．試験管内oJゴCプラスミドDNA複製系

PolIII＊、β、DnaA、DnaB、DnaC、DnaG、SSB、HU、GyrA、GyrBは、スタンフ

ォード大学・医学部・生化学教室のコーンバーグ教授より供与された（Kaguni＆

Komberg，1984；Sekimizuetal．，1988；Makietal．，1988）。

複製反応はvanderEndeらの方法（vanderEndeetal．，1985）に基づいている。125

FLlの反応溶液には、40mMHEPES－KOH（7．6）、8mM酢酸マグネシウム、2mM

ATP、1FLgの鋳型DNA標品、100FLMのdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）、

DnaA（200ng）、DnaB（300ng）、DnaC（150ng）、DnaG（70ng）、GyrA（2FLg）、

GyrB（900ng）、SSB（2FLg）、HU（40ng）、PolIII＊（600ng）、β（300ng）を含んで

いる。反応は、30℃2時間保温する。反応を終結するときには、最終濃度がSDSが

0・5％、EDTAが25mMになるようにSDSとEDTAを加え、65℃10分間加熱す

る。次に、ProteinaseK（35FLg／ml）を加え、55℃30分間処理する。混合液は、フ

ェノール／クロロホルム抽出しエタノール沈殿の後、1mMTris－HCl（7．5）、0．1mM
EDTAで溶解させる。

8．二連続ssDNA→dsDNA複製系

大腸菌DNApoIIII＊はMaki等（1988）によって報告されている方法で調製した。

βサブユニットは東洋紡績社より供与された。校正機能欠損変異型DNApolIII＊は

部位特異的変異導入法により血∂0の103番目のアスパラギン酸をアラニンに置換し

た血∂¢j2を過剰発現用プラスミドにクローニングした後、細胞内で過剰発現させた
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細胞を集菌して、Maki等（1988）によって報告されている方法で調製した（Fujiiet

al・，投稿準備中）。SSBはLohman等（1986）によって報告されている方法で調製し

た。古草菌MutMは当研究室で調製（Azumaetal・，未発表データー）されたものを使

用した。BamHI、BglII、XbaI、So，Iは宝酒造より購入した。T7DNAポリメラー

ゼ、T4DNAリガーゼ、Damメチラーゼ、UngはNewEnglandBiolabs社より購入し

た。CIPはBoehringerMannheim社より購入した0購入した製品に関しては、特に記
述がない限り説明書の反応条件で行った。

可能な限り鋳型のバックグラウンドの変異頻度を下げるために、プラスミドDNA

をUngとMutMによる処理を行った。Ung処理はプラスミドDNAIpg当たり10ユ

ニット（U）のUngを使用し37℃1時間反応したoMutM処理はUng処理したプラ

スミドDNAIpg当たり190ngの古草菌MutMを使用し37℃30分反応した。ま

た、確実に全てのプラスミドDNAがフルメチル化した状態にするためにプラスミド

DNAl〃g当たり15UのDamメチラーゼを使用し37℃1時間反応した。このよう

に調製したpFS4を基質として図4－1の一連の流れの実験を行った。鎖特異的に

ニックを導入するために用いた制限酵素の反応条件は、プラスミドDNAIpg当た

り28UのBamHI、23UのBgIII、140UのXbaIl140UのSケIを使用しBamHI

のみ30℃1時間で残りは37℃1時間反応した。CIPは20U使用し37℃30分反応

した。自己環状化させるためのライゲーション反応は、プラスミドDNAの濃度が1

ng／plにし16℃2時間行った。その際、使用するT4DNAリガーゼの量は突出末端

の形状がBamHI型では1u／plにしXbaI型では8u／plにした00CDNAから一本

鎖環状DNAに変換するために用いたT7DNAポリメラーゼの反応条件は、50mM

Tris－HCl（8・0）、5mMMgCl2、20mMKCl、5mMDTT、プラスミドDNAIFLg当たり

12・5UのT7DNAポリメラーゼを使用し37℃30分反応した。プライマー伸長反応

は、20mMTris－HCl（7・5）、4％Glycerol、8mMDTT、80pghnlBSA、8mMMgC12、1

mMATP、100FLMdNTPs、2ng／〃1primedtempateDNA、67・2〃ghnlSSB、8ng／〃1

β、PrimedtempateDNAliLg当たり300UのDNApolIII＊を使用し30℃5分反応し

た。反応はEDTAを25mMになるように加え終了させる。混合液は、フェノール／

クロロホルム抽出しエタノール沈殿の後、1mMTris－HCl（7・5）、0．1mMEDTAで溶
解させる。
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第三章

試験管内戚CプラスミドDNA複製系で大腸菌の複製酵素により
誘発される複製エラー
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Ⅰ．序

原核および真核細胞のDNA複製酵素による複製エラーについては、それらの高い

忠実度およびバックグラウンド変異の低い鋳型DNAの調製が困難なために、試験管

内DNA複製系での解析がほとんど進んでいない○言い換えると、バックグラウンド

変異の充分に低い鋳型DNAの調製ができれば、複製エラーの検出が可能となる。従

来のファージミドを用いた鋳型となる一本鎖環状DNAを生物学的に調製する方法で

は、バックグラウンドの変異頻度を充分に下げることができない（Thomasetal．，

1991；Kroutiletal・，1998；Phametal・，1998）。しかし、細胞内で増幅した二本鎖のプラ

スミドDNAの状態ならばバックグラウンドの変異頻度を充分に下げることができ

る0そこで、二本鎖DNAを鋳型とする試験管内oLiCプラスミドDNA複製系（va。

derFndeetal・，1985）とIPSL前進突然変異検出系（Moetal．，1991）とを組み合わせ

て、‾大腸菌の複製酵素であるDNAポリメラーゼⅠIIホロ酵素（DNApolIIIHE）に
よって誘発される複製エラーの検出を試みた。

Ⅱ．結果と考察

1・試験管内戚CプラスミドDNA複製系を用いた甲止前進突然変異検出系

試験管内0∫ゴCプラスミドDNA複製系の流れ臥および複製反応を行う際、鋳型

として用いたpMOL3プラスミドDNAを図3－1に示した○精製した10種類の蛋白

質（DNApoIIII＊、β、DnaA、DnaB、DnaC、DnaG、SSB、HuGyrA、GyrB）によ

り再構成した試験管内戚CプラスミドDNA複製系では、一回限りのケインズ型複

製に引き続いて、ローリングサークル型複製が長時間に渡り進行する（Funnele血，

1986）。この試験管内DNA複製で、放射能標識したヌクレオチドの取り込みを見た

のカさ図3－2Aである。反応を2時間後に止めた時のDNA合成量は、反応系に含ま

れている鋳型DNAの4・4倍の合成量を示した0反応を2時間後に止めたこの複製産

物をアガロースゲル電気泳動により分離し観察したところ、複製した大部分の産物

はゲルの中に入りきらず、未複製のCCDNAの量から数％のCCDNAのみが複製

反応中に鋳型として利用されたことが分かった（図3－2B）。また、この複製産物

を制限酵素CねⅠで消化しアガロースゲル電気泳動により分離し観察したところ、ゲ

ルの中に入りきらなかった産物のバンドが消失し、代わりにpMOL3を線状DNAに

したときと同じ位置にバンドが現れた（図3－2B）○この結果から、ゲルの中に入

りきらなかった産物は、ローリングサークル型複製によって生じた非常に長い二本
鎖DNAであることが明らかになった。

図3－1に示すように、試験管内で2時間複製反応を行って得られた産物をCねⅠ

で切断し単位長にした後、リガーゼにより自己環状化させる○このような自己環状
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図3－1試験管内血CプラスミドDNA複製系を用いた軍法前進突然変異検出系

pMOL3の随rと呼止の矢印は転写の方向を、CoIElαゴの矢印は複製の方向を示す。
詳細は、材料と方法および本文を参照せよ。
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図3r2　試験管内otゴCプラスミドDNA複製系で合成される産物は、長大な二本鎖DNAである

（A）プラスミドDNA（pMOL3）を鋳型DNA（0．6JLm01a5FLl）として、反応液中に【a｝2p］

dmを加えて、試験管内複製反応を行った。緩時的に試料を分取し、酸不溶性画分に移行

するものをシンチレーションカウンターを用いて定量した。（B）複製反応（1〃g／125‘Jl）

を2時間後に停止させ、制限酵素CbIで処理した。試料は0．7％ゲル電気泳動にかけ、エチ

ジウムブロマイド染色を行った。レーン1．C払Ⅰ消化前の複製産物（1佗00）；レーン2．（コ8Ⅰ

消化後の複製産物（1佗00）こレーン3，C貼Ⅰ消化した10皿gのpMOu；レーン4～a．線状化

したpBR322（各5，10，15．ぴ．50喝）
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化反応産物の全てがCCDNAに変換されているわけではなく、ニックあるいは

ギャップの入ったOCDNAが10～20％程度含まれていた（datanotshown）。この

ようなOCDNAは、Okazaki断片間や複製が不完全だったDNA断片、あるいはリガ

ーゼの効率が100％ではないために生じたものと思われる。このようなCCDNAと

OCDNAが混在している標品を用いて変異を検出した場合、複製エラー以外に形質

転換後に、この標品に少量含まれているOCDNAに起因して誘発される変異を同時

に検出する可能性が考えられた。そこで、DNAリガーゼにより自己環状化反応させ

たCCDNAとOCDNAが混在した標品を更にDNAジャイレースにより処理する

（Makietal・，1992）。この処理によりCCDNAには負の起らせんが導入されるが

ニックの入ったOCDNAはそのままである。DNAの高次構造によってDNAを分離

することが出来るFPLCMonoQカラムを用いてOCDNAと負の超らせんを導入した

CCDNAを分離した。このCCDNAを複製産物としてメチル化を行った後、変異検

出用の大腸菌（MFlOl）に導入して変異体を選択し、中止遺伝子に生じた変異を塩
基配列レベルで決定した。

標的遺伝子として甲止遺伝子を用いた検出系（Moerれ1991）では、ストレプト

マイシン抵抗性（Smr）である変異型のIPSL遺伝子をもつ宿主（Funatsu＆Wittmann，

1972）に、野生型の甲止遺伝子をもつプラスミドを導入するとストレプトマイシン

感受性（SmS）になるが、変異が誘発されて甲止遺伝子の機能がなくなったプラス

ミドを導入するとSmrになる0このように甲止系では、容易に前進突然変異を選択

することができ、変異頻度が低くても極めて鋭敏に変異体の選択が可能な系であ
る。

2・試験管内戚CプラスミドDNA複製系で検出された甲止一変異

表3－1で示すように複製産物の変異頻度は1・9Ⅹ10－4であり、鋳型DNAのバック

グラウンド変異と比較して50倍の変異頻度の上昇が観察された。よって、試験管内

OtlCプラスミドDNA複製系を用いれば、DNApoIIII肛によって誘発される複製エ

ラーの検出が可能であることが明らかになった。ローリングサークル型複製では、

リ∵デイング鎖合成で生じた複製エラー（前変異）は、ラギング鎖合成により変異

として固定されるので、リーディング鎖合成で誘発された複製エラーは全て検出で

きる。一方、ラギング鎖合成中に生じた複製エラーは、ヘテロニ重鎮の状態で残る

ことになる。上）∂mメチラーゼでフルメチル化した、このような複製エラーがヘテロ

ニ重鎮の状態であるプラスミドDNAで大腸菌を形質転換した場合、Smrを示す割合

は4～20％であると予想される（第四章を参照）○このことから複製産物で検出さ

れる変異の大部分は、リーディング鎖合成で誘発された複製エラーを反映して検出
されるものと思われる。
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＿準出された変異？撃⊥　　　変異頻度（Ⅹ10－6）

変異の種類　　　　　鋳型DNA　　複製産物　　　鋳型DNA　　複製産物

塩基置換　　　　　　　　　20

1塩基フレームシフト　　　　8

2塩基フレームシフト　　　　0

久夫

重複

配列置換

変異全体

36

15

1

80

51

125

9

13

5

2

205

0．95

0．38

＜0．048

1．7

0．71

0．048

3．8

47

12．0

8．3

12

4．6

1．9

190

変異の種類　　　　精詣甜霜

塩基置換

1塩基フレームシフト

2塩基フレームシフト

欠失

重複

配列置換

変異全体

49

32．0

＞170

7．1

6．5

40

表3－1試験管内でDNApolIIIHEによって誘発された変異
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3・試験管内DNA複製で生じた甲止一変異のスペクトラム解析

i）全体像

鋳型DNAと複製産物で検出した甲止一変異体より、どのような変異が生じている

のかを知るために各々80、205個の変異体を無作割こ選び、その変異を塩基配列レ

ベルで決定した（表3－1）。鋳型DNAと比較して、複製産物では表3－1で示した

全てのタイプの変異頻度が上昇していることがわかった○特に塩基置換、一塩基フ

レームシフト、二塩基フレームシフトに関しては、鋳型DNAに比べて顕著に変異頻

度の上昇が観察され、試験管内で誘発された変異を検出していると結論できた。ま

た、残りのタイプの変異についても、鋳型DNAに比べて有意な変異頻度の上昇が観

察されることから、これらの変異は複製エラーを反映して検出されたと考えられ
る。

ii）塩基置換

複製産物で検出された塩基置換は、同じ甲止を標的遺伝子としたmuf㌻株で検出

された塩基置換の発生傾向（叫iie旭，1999）と大きく異なっていた。複製産物で

は、トランスバージョンのG：C→T‥AとA：T→C：G、トランジションのG：C→A：T

の3つの変異で塩基置換全体の88％を占め（表3－2）、何れのタイプも発生数に対

して発生部位が少なくホットスポット（ある特定の部位で多数の同じ変異が独立に
生じる）が観察された（図3－3）。

ミューテ一夕一変異株の解析から、損傷塩基によって誘発される塩基置換とし

て、主要な変異が3つ知られている。1つは、鋳型DNA中のdGの酸化（8－OXO－

dG）によりG：C→T：Aのトランスバージョンが誘発される○この変異は、MutM、

MutYにより抑制される（Tqiirietal・，1995；Michaelsetal・，1992）02つ目は、基質の

dGTPの酸化（8－OXO－dGTP）によりA：T→C：Gのトランスバージョンが誘発され

る0この変異は、MutTにより抑制される（T＊irietal・，1995；Maki＆Sekiguchi，

1992）。3つ目は、鋳型DNA中のdGのメチル化（06－methyトdG）または（メチル

化きれた）dCの脱アミノ化（TorU）によりG：C→A：Tのトランジションが誘発さ

れる。この変異は、メチルトランスフエラーゼ、Vsr、Ungにより抑制される
（SohailetaL，1990；Duncan＆Weiss，1982）。

試験管内複製反応で用いた鋳型となるプラスミドDNA中には酸化されたdGが、

dNTPプール中には酸化されたdGTPが内在していると思われる（T＊irietal．，

1995）。また、中止を標的遺伝子としたmu灯用げ二重変異株およびm正「変異

株で検出されたG：C→T：AとA：T→C：Gの検出部位（Tdirietal・，1995）と今回複製

産物で検出されたこれらの変異の検出部位がよく似ていたことから、複製産物で検
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検出された変異の数　　　　　　変異頻度（Ⅹ10－6）

変異の型　　　　鋳型DNA　複製産物　　　　　鋳型DNA　　複製産物

トランスバージョン

G：C→T：A

A：T→・C：G

G：C－ナC：G

トランジション

G：C－L＞A：T

A：T－＋G：C

8

0

2

9

1

26

7

2

12

4

0．38　　　　　　24

＜0．05　　　　　　6．5

0．095
1．8

0．43　　　　　11

0．05　　　　　　　3．7

表3－2　鋳型DNAと複製産物で検出された塩基置換
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上段；複製産物
下段；鋳型DNA

3
Ⅹ

で 2
Ⅹ

5’－CTAAAACC延」道追CTATTTAATGGCAACAGTTAACTAGCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAAAGCAAC　60C A
X

4

2

X

で

ゴ　2
X X

A C

5　　　　　　9　　2
X X x

で　　　　A　で　　　　　　　　　　　　　　　　G C

GTGCCTGCGCTGGAAGCATGCCCGCAAAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTC140T A T A
Ⅹ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x

23

で
X

童＿∴＿＿‥＿て＿＿＿＿＿‥＿●い＿＿＿＿＿＿‥‥＿，〈＿＿＿＿＿＿＿＿享　　≠

CGCGCTGCGTAAAGTATGCCGTGTTCGTCTGACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACC220
C A　　　　　で

皇　。。重　　　　　　　　量
TGCAGGAGCA品ccGTGATCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTAAAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGT300
A G

GCGCTTGACT GCTCCGGCGTTAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCCAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAAGGCTTAA－3・375

図3－3　試験管内でDNApolIII＝Eにより誘発された塩基置換の部位

甲エの開始コドンの一番目の塩基を1として数を振っている。シャインダル

ガノ配列と開始コドン、終止コドンの塩基配列には下線を引いた。鋳型DNA及

び複製産物で検出された変異は、鋳型の二本鎖の内、どちらの鎖を鋳型として

変異が誘発されたのか不明であるため、ここでは便宜的に呼止のコーディング

鎖側で生じた変異として、検出された変異をその配列の上（複製産物）か下

儀型DNA）に示す0検出された変異にⅩNと記されてる場合、同じ変異がN
個検出されたことを表す。
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出されたトランスバージョンのG：C→T：AとA：T→C：Gは損傷塩基に起因して誘発

された変異であると思われた。複製産物で検出されたトランジションのG：C→A：T

に関しても検出された部位が、損傷した鋳型DNA中のdC（例えば脱アミノ化）に

よって誘発されたと示唆されるG：C→A：Tの検出部位（第4章を参照）（Fujii＆

Maki，投稿準備中）とよく似ていることから、損傷塩基によって誘発されたのかもし

れない。このように、複製産物で検出された塩基置換は主に損傷塩基に起因して検
出されたものと思われた。

iii）一塩基フレームシフト

鋳型DNAに最初から含まれている（バックグラウンド変異）一塩基フレームシフ

トの変異頻度は0・38xlO－6であるが、複製産物で検出された一塩基フレームシフトの

変異頻度は120xlO－6であり、鋳型DNAに比べて複製産物では、一塩基フレームシ

フトの変異頻度は320倍上昇している。図3－4で示すとおり、複製産物では同じ塩

基の並んだ部位（ラン）で、付加もしくは欠失の強力なホットスポットが観察され

た。また、表3－3Aで分類した何れのタイプも複製産物では、鋳型DNAに比べて

変異頻度の大幅な上昇が観察された。複製産物ではランでの変異が86％を占めてお

り、付加と欠失で発生傾向が異なっている（表3－3B）。付加では明らかにランの

長さが長くなるほど変異頻度が高くなるが、欠失では必ずしもこの傾向は当てはま

らず、ランの長さに依存していない。同じ甲止を標的遺伝子とした汀Ⅲ吏㌻株で検出

されたランでの一塩基フレームシフトも同じ発生傾向が観察されたので（叫ie血，

1999）、細胞内でも試験管内と同じ発生機構によって一塩基フレームシフトが誘発

されていると思われた。また、複製産物で検出されたノンランでの変異は、欠失が
ほとんどであることが明らかになった。

複製産物で検出された一塩基フレームシフトには、いくつかの特徴が観察され

た。A／rのランにおいて、付加ではランの長さが長くなるほど変異頻度が高くなる

が、欠失では必ずしもこの傾向は当てはまらず、ランの長さに依存していか－。し

かし、興味深いことに、付加も欠失も4A汀と5A′Tを境にして大きな変異頻度の差

を生じている。4A〝以下の部位での変異頻度は、それぞれ似た値を示しているが、

5A／r以上では6A／rでの付加のみが異常に高い変異頻度を示しており、残りは似た

値を示した。この結果から校正機能を持つDNAポリメラーゼはA汀のランにおい

て、6A〝を除いて付加と欠失はほぼ均等に誘発され、付加も欠失も4A／rと5A／rを

境ら；して大きな変異頻度の差を生じ、6A′rでは圧倒的に付加が誘発され易いと考え

られる。G／Cのランにおいては、甲止中に4G／C以上の配列がないため、長いランに

ついては不明であるが、少なくとも3G′C以下のランに関しては、付加が1例も検

出されていないことから欠失が圧倒的に起こりやすいと考えられる。このような

3A〝’以下のランと3G／C以下のランにおける一塩基フレームシフトの特異性の違い

－22－

」



上段；複製産物
下段；鋳型DNA

2

云　　　　　　△

5■－CTAAAACC星⊆－一丁些CTATTTAATGGCAACAG TTAACTAGCT GGTACGCAAA CCACGTGCTC

8
Ⅹ
△

す
Ⅹ

A
＞

C

2
Ⅹ
△

今　　　　寺

GCRAAGTTGC GAAAAGCAAC　60
A
X

2

7
Ⅹ
△

55
Ⅹ

A
＞

＜

△　　　△＞　△△　　　△　△　　　　　　　△　　　　　　　△　△△　△　　　　　　　告
GTGCCTGCGCTGGAAGCATGC9FGCAAAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTC14。

A

X

4

e　△△　　　　△　△　△　　　　△　　　　△

CGCGCTGCGTAAAGTATGCC GTGTTCGTCTGACTAACGGTTTCGAAGTGA CTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACC220＜

△。孟　。　　　孟　　　　芸孟　。。
TGCAGGAGCACTCCGTGATCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTAALAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGT300△

GCGCTTGACT GCTCCGGCGT TAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCCAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAAGG CTTAA－3・375

図3－4試験管内でDNApo＝ⅠIHEにより誘発された一塩基フレームシフトの部位

△は－1の欠失、∨（∧）は＋1の付加が検出された部位を表す。但し、同

じ塩基が並んだ（ラン）配列中で検出された変異は、生じた部位の特定がで

きないので便宜的にラン配列の内、開始コドンに近い側に記載した。
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畢　　　　変異頻度（Ⅹ廿6）
変異の型　　鋳型DNA　複製産物　　　鋳型DNA　複製産物

ランで生じた変異

付加
6A／T→7AノT

5A／r－ナ6A／r

4AノT→5A／r

3A／T→4A／T

2A／r－－ナ3AノT

1

0

0

2

0

55

9

1

2

1

0．05

＜0．05

＜0．05

0．095

＜0．05

51　（舶）米■

8・3　（17）

0・93　（Z．4）

1・9　（1．1）

0・93　（0．19）

欠失6A汀→5A汀

5A／r一斗4A／r

4A「r→3A／r

3A／T－一斗2A／r

2A〃1→1A／r

3G／C→2G／C

2G／C－＋1G／C

0

0

0

0

0

1

0

7

8

2

2．

4

3

14

＜0．05

＜0．05

＜0．05

＜0．05

＜0．05

0．05

＜0．05

6・5　（11）

7・4　（15）

1・9　（4．8）

1・9　（1．1）

3・7　（0．77）

2・8　（3．2）

13　　（1．9）

付加　　　　　　4　　　1　　　　0■19　　　0・93（0朋5）

欠失　　　　　　0　　　16　　　　＜0・05　　15　（0．72）

米1，複製産物で検出された変異を変異率に換算した億（Ⅹ10－7坤）

B．

変異の種類
変異に占める蟄合（％

鋳型DNA　複製産物

ランで生じた変異

付加　　　　37．5　　　54．4

欠失　　12・5　　　32．0

ノンランで生じた変異

付加　　　50．0　　　　0．8

欠失　　　0・0　　12．8

表3－3　鋳型DNAと複製産物で検出された一塩基フレームシフト
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は、スリッページ（Streisingeretal・，1966）が生じる際の相補鎖の融解のし易さが関

係しているのかもしれない。つまり、G／Cのランでは、新生鎖側のループアウトが

A汀のランに比べて生じにくいのかもしれない。一方、ノンランでのフレームシフ

ト変異の標的部位は極めて多いにも関わらず、圧倒的に欠失が多く観察された。こ

のことは、欠失では鋳型鎖側がループアウトし伸長反応が行われるのに対して、付

加では新生鎖側のループアウトに加えてミスマッチ末端からの伸長反応が必要なた

め、ご付加の方がより複雑な発生機構であることを反映した結果なのかもしれない。

iv）二塩基フレームシフト

二塩基フレームシフトは、鋳型DNAでは1例も検出されず、この変異頻度は

0・048xlO‾6以下となる。一方、複製産物では9例検出され、この変異頻度は8．3x

lO‾6であり、鋳型DNAに比べて複製産物では、二塩基フレームシフトの変異頻度は

170倍以上上昇している。複製産物で検出された9例の内、4例がTAが3つ並んだ

ランでの欠失で、1例が同じランでの付加として検出されているので恐らくこの5

例は、スリッページによって誘発されたものと思われる○残りの4例については、

ノンランでの欠失でありノンランでの付加は検出されていない。これは、一塩基フ

レームシフトで観察されたノンランでの変異の発生傾向と同じであり、同じ機構が
働いているのかもしれない。

Ⅴ）欠失、重複、配列置換

鋳型DNAと複製産物で検出された欠失をまとめたのが表3－4になる。欠失の発

生機構として順向き反復配列を介して生じたものと思われる欠失と、順向き反復配

列を介さずに生じたものと思われる欠失の割合は、複製産物では2．3：1の割合で

あった。複製産物の内、鋳型DNAと同じ欠失は3例見つかっており、内2例は同じ

部位（複製産物では、この部位以外の欠失は1例ずつしか検出されていない）で生

じていた。鋳型DNAでは、試験管内DNA複製で鋳型として利用できないotiC領域

を欠失したものが26％含まれていた0また、同じ部位で生じた欠尖が、いくつも検

出されている。鋳型DNAに含まれている欠失で、血C領域を欠失したものを除い

た変異頻度は1・3xlO‾6であるが、複製産物での欠失の変異頻度は12xlO－6であり、

鋳型DNAに比べて複製産物では、欠失の変異頻度は9・2倍上昇している。また、鋳

型DNAと複製産物で検出された欠失は、ほとんどが異なる部位で生じていたことか

ら、・鋳型DNAに比べて複製産物では、欠失の変異頻度が9．2倍上昇していることに

信頼性を与え、試験管内DNA複製で欠失が誘発されていることを示唆する。

鋳型DNAでは重複は15例見つかったが、その内、結果として順向き反復配列に
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変異の生じた部位　　　　　　変異の種類　　　　変異の生じた敷詰の大きさ。√′。舶の欠失
ー689～286

－568～137

－367～243

－337一－645

－167～169

－155～181

－7Z～508

39～64

164～357

169～282

269～328

306・－843

317～854

－780～－78

－333～38

－251～638

－188・－809

－143～15

52～54

CCCCTGCAGG－CCTGCAGGAG

GACGAA－MCGAACT

CGGTGATCCTG－GTGATCCTGAT

TGAGGGGMAGGGGAT

AT工匹⊆］王－［mG

TrACGGITNACGGTTTC

CCTAAAATTC－TんへAATTCTG

CCACGTGCMACGTGCCT

GCCGTGNCGTGAA

CCGTGTTCGT－GTGTTCGJTTA

・→　　　　　　CCCCTGCAGGAG

－す　　　　　　GACGAACT

→　　　　　　CGGTGATCCTGAT

－◆　　　　　　TGAGGGGAT

→　　　　　　AT汀CGTCTG

→　　　　　　TTACGGTTTC

→　　　　　　CCTAAAATTCTG

→　　　　　　CCACGTGCCT

→　　　　　　GCCGTGAA

→　　　　　　CCGTGTTCGTTA

Gl玉町AJuGACCMGITAAAGACCGT　→　　　　GTGTTAAAGACCGT

TGGTGCGCT－GTGCGCTCT

GCTCCG－TCCGAC

CAGT・TTA－CTAA・AATT

ITAT・ACAC－GTGC・TCGC

AGTA・GATC－AGAA・TCAG

TCTC・ATTG－ATAC・CAGG

CAGC・CAGAqTAAC・TAGC

CGAAAAGC

→　　　　　　TGGTGCGCTCT

→　　　　　　GCTCCGAC

→　　　　　　CAGT・AA［

→　　　　　　TTAT・TCGC

→　　　　　　AGTA・TCAG

→　　　　　　TCTC・CAGG

→　　　　　　CAGC・TAGC

→　　　　　　CGAGC

3　　　　　　　　915

1　　　　　　　705

1

1

1

7

1

1

2

3

4

3

Z

l

l

l

l

l

l

610

982

336

336

580

26

194

114

60

538

538

703

371

889

997

158

3

有

有

有

有

無

無

無

無

無

無

無

無

無

有

有

有

無

無

無

変異の生じた部位　　　　　　変異の種類　　　　変異の生じた敷詰の大きさ。r′。領域の欠失
－710～96

－167～169

－12～291

－11一－33

－9一－353

1Z6～271

175・－19Z

306～843

－672～210

－4～537

15～371

62～228

ACAACGTGGC－q鱒AACGTGGCGT

ATTTCGTC－－－－TTCGTCTG

AAACC－－－ACCGT

TAAAACCA－－一一AAACCACG

CAGG－－－GGCG

CACTCC一一一－CTCCCG

TCTGACTH－TGACTC

TGGTGCGCT－－－－GTGCGCTCT

ATIT■ATCA－－一丁GAA・GGTC

GCTA・mA－－－－GAAG・CTTC

TTAA・CTAG－－－－AGGC・TTAA

AACG・TGCC－－－－GGAGC・CACT

→　　　　　　ACAACGTGGCGT

→　　　　　　AlnCGTCTG

→　　　　　　AAACCGT

→　　　　　　TAAAACCACG

→　　　　　　CAGGCG

→　　　　　　CACTCCCG

→　　　　　　TCTGACTTC

一寸　　　　　　TGGTGCGCTCT

一→　　　　　　ATTT・GGTC

→　　　　　　GCTA■CITC

→　　　　　　TTAA・TTAA

→　　　　　　AACG・CACT

1

1

1

1

1

2

1

1

1

1

有

無

無

無

無

無

無

無

有

無

無

無

806

336

303

44

362

146

18

538

882

541

357

表3－4　鋳型DNAと複製産物で検出された欠失

Aは鋳型DNAで、Bは複製産物で検出された欠失を示す。変異の種類のカラ
ムは、矢印の左側の配列が元々の配列で、下線の引いてある部位は、傾向き反復
配列を表す。実印の右側の配列は、欠実の起こった結果、生じた配列である。
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なったものが4例（全て異なる部位で検出された）で、複雑なクラスⅠⅠ重複（M。。ど

れ1991）は11例見つかり、全て同じ部位に生じていた。複製産物では重複は5例

見つかっており、全てが鋳型DNAで検出されたクラスⅠⅠ重複と同じ変異であっ

た。配列置換（Moe＝止，1991）に関しては、鋳型DNAで1例、複製産物で2例見

つかっており、全て同じタイプの変異であった○鋳型DNAに比べて複製産物では、

重複と配列置換の変異頻度はそれぞれ6・5倍と40倍上昇している。重複に関して

は、十分な数の変異を検出できたので変異頻度の上昇は信頼でき、試験管内DNA複

製で重複が誘発されていることを示唆する○しかし、配列置換に関しては、検出さ

れキ変異の数が少ないため、変異頻度の上昇は信頼できないが、複製産物で2例見

つかっていることから、恐らく試験管内DNA複製で配列置換が誘発されていると思
われる。

クラスⅢ重複や配列置換は、その発生機構として鋳型スイッチングが提唱されて

いる（Moetal・，1991；Roscheetal・，1998）。今臥クラスII重複や配列置換が試験管

内で有意に誘発されていることから、複製フォークを介した複製反応において、複

製酵素それ自体が鋳型スイッチングを起こしうることが示唆された。鋳型スイッチ

ングを介しての突然変異と思われる変異は、生物種を問わず観察されているので

（Ripley，1982；Golding＆Glickman，1985；Goldingetal・，1987；Ripleyetal．，1986；Giroux

etal・，1988；Hartnettetal・，1990）、それらの変異も複製反応中の複製エラーに起因し

た鋳型スイッチングによって誘発されたのかもしれない。

重合反応している複製装置が、いったんその部位から離れて別の部位で重合反応

を行うことにより誘発されると考えられる欠失、配列置換、クラスⅠⅠ重複が本実験

系で検出されている。これらの変異頻度を見た場合、順向き反復配列を介して生じ

たものと思われる欠尖が8・3xlO－6、順向き反復配列を介さずに生じたものと思われ

る欠失が3・7xlO－6、配列置換が1・9xlO－6、クラスⅠⅠ重複が4．6xlO－6であった。これ

らの結果から、複製装置がいったん重合反応している部位から離れて別の部位で重

合反応を行い変異を誘発する際、新生鎖の3・端の何残基かと相補的な配列をもつ複

製フォークの前方の同一鋳型上に最もアライメントしやすく、これよりは少し低い

頻度で完全な相補的な配列をもたない複製フォークの前方の同一鋳型上や、相補的

な配列をもつ逆側の鋳型上へのアライメントを介して変異が誘発されると思われ

る。しかし、いったん重合反応した領域をもう一度、重合反応することにより生じ

ると考えられるクラスⅠ重複は、どの配列でも標的になると考えらるのだが1例も

検出されていない0これは、いったん重合反応している部位から離れた新生鎖の3一

端が再びアライメントを行う際、いったん重合反応した領域とはアライメントしづ

らい、恐らくいったん重合反応した領域はその相補鎖と安定な二重鎖を作っている

ためであると思われる。これらの結果から、重合反応している部位から離れた新生

鎖の3一端が再びアライメントを行う際の主要な標的は、複製フォークの前方の同一

鋳型上あるいは、相補的な配列をもつ逆側の鋳型上になると思われる。
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第四章

二連続ssDNA→dsDNA複製系で大腸菌の複製酵素により
誘発される複製エラー

28
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Ⅰ．序

試験管内で複製酵素により誘発された前変異を網羅的に検出するために、前進突

然変異検出系を用いた実験は過去数十年に渡り行われてきている（Fersht，1979；

Kunkel，1985；Carrawayetal．，1990）。実験系は主に一本鎖環状DNA上にプライマー

となる一本鎖線状DNAを貼り付けて、ポリメラーゼにより伸長反応を行い（ギャッ

プフィリング、プライマー伸長反応）、200～400塩基の標的遺伝子上に生じたエ

ラーを検出する。その際、鋳型となる一本鎖環状DNAはファージミドベクターに標

的遺伝子をクローニングし生物学的に調製されてきたのだが、鋳型中に含まれる

パフクグラウンドの変異頻度が高いため、染色体の複製に関わる複製酵素により誘

発される複製エラーを標準的な反応条件下では検出することができなかった

（Thomasetal．，1991；Kroutiletal．，1998；Phametal．，1998）。実際に、ファージミドベ

クターに中止遺伝子（コーディング配列が375塩基）をクローニングしたプラスミ

ドDNAから、生物学的に一本鎖環状DNAを調製したところ、その変異頻度は10－4

の前半が限界であり、この調製法では複製エラーを検出することは難しいことが分

かった○二本鎖環状DNAの状態で調製した標品に比べて変異頻度を下げることが難

しい原因として、細胞内でローリングサークル型複製により一本鎖環状DNAが生産

される際、複製様式が異なるために忠実度が低下している、複製後修復が充分に働

けか－、操作自体の問題として一本鎖の状態が長くDNA上に傷がつきやすい等が考
えられる。

細胞内で染色体の複製に関わるDNA複製酵素の忠実度は非常に高く、これまでに

唯一標準的な反応条件下で複製酵素により誘発される複製エラーを検出できたの

は、第三章で述べた大腸菌のDNApolIIIHEを用いた試験管内0∫ゴCプラスミド

DNA複製系（血C系）だけである。しかし、この実験系では二本鎖の内どちらを鋳

型として前変異が誘発されたのかを区別出来か－という問題点があった。一本鎖環

状DNAを鋳型として用いれば上記の問題点を克服できるのだが、鋳型のバックグラ

ウンドの変異頻度が高く、かつこの実験系では前変異がヘテロニ重鎮であるため細

胞内に形質転換後、全ての前変異が変異として固定されるわけではか－。そのため

に検出できた変異の各々が等価ではなく複製エラーの実体を反映しないことから、

これらの点を改善する必要があった。そこで新たな実験系を開発し、大腸菌の野生

型DNApoIIIIHEにより誘発された前変異を塩基配列レベルで決定し解析を行っ

た。また、血C系との比較を行うことにより複製フォーク中での複製エラーとプラ

イマー伸長反応中での複製エラーの発生傾向の違いに関しても考察する。

Ⅱ．結果

1・試験管内で酵素学的に二本鎖環状DNAから一本鎖環状DNAへの変換法
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大腸菌の複製酵素であるDNApoIIIIHEにより誘発される複製エラーは、試験管

内0カCプラスミドDNA複製系（orfC系）で調べたところ、甲止を標的遺伝子とし

た前進突然変異検出系において1．9Ⅹ10→の変異頻度であることが分かった。よっ

て、甲止を標的遺伝子として試験管内で誘発される複製エラーを検出する際、鋳型

DNA標品の変異頻度を1．9Ⅹ10→以下にしなければ複製エラーの検出は困難であ

る。バックグラウンドの変異頻度の低い一本鎖環状DNA標品をファージミドを用い

て調製することは困難であるが、プラスミドDNAの状態で調製すれば呼止を標的

遺伝子として10●6前半の変異頻度の標品が調製可能である。そこで、試験管内で酵素

学的にプラスミドDNAを一本鎖環状DNAに変換することで、変異頻度の低い鋳型

DNA標品の調製が可能ではないかと考えた。

一本鎖環状DNAを調製するための基質として、鎖特異的にニックを導入するため

の4種類の制限酵素切断領域をもたせたニックカセットをクローニングしたpFS4プ

ラスミドDNAを構築した（図4－1）。TPSL，コーディング鎖を含む一本鎖環状DNA

（SS＋）を調製するときには（図4－1）、先ず助mHI切断を行い、続いてアルカリ

ホスファターゼ処理により5’端を脱リン酸化後、β〆ⅠⅠ切断する。助mHIと月劇ⅠⅠ

切断で生じた突出末端部は相補的なので、リガーゼによる自己環状化反応により

TPSL非コーディング鎖側に特異的にニックが導入されたOCDNAの調製が可能であ

る。T7DNAポリメラーゼの3’→5’エキソヌクレアーゼ活性は、二本鎖、一本鎖を

問わず末端部が存在すれば（ニックを含む）働き、環状構造以外は消化することを

確認したので（図4－2）、ここで導入したニックを介してT7DNAポリメラーゼ処

理により甲止非コーディング鎖側を特異的に消化することで、SS＋を調製する。

LPSL，非コーディング鎖を含む一本鎖環状DNA（SS－）を調製するときには、BamHI

と旦がⅠⅠ切断の順序を逆にして調製する（図4－1）。このように調製したSS十、SS＿

をラガロースゲル電気泳動を行い、EtBr染色したところ、元々のOCDNAは観察さ

れず純度が高いことが分かった（図4－2）。

試験管内で酵素学的に調製した鋳型となる一本鎖環状DNA標品（SS＋（－））の変異

頻度は、元となるプラスミドDNA標品（CCC）に比べて5～6倍の変異頻度の上

昇が観察されたものの10‾5前半の値が得られ、従来のファージミドを用いた方法に

比べて一桁低い変異頻度をもつ鋳型DNA標品の調製ができた（表4－1）。。わC系

の結果からDNApoIIIIHEにより誘発される複製エラーに比べて約1／7の変異頻度

なので、この鋳型を用いれば複製エラーの検出は可能であろうと判断した。

2・試験管内DNA複製反応以外で検出されるバックグラウンド変異の検出傾向

鋳型となるSS＋（－）の変異頻度は、元となるプラスミドDNA標品（CCC）に比べ

て5～6倍の変異頻度の上昇が観察されたので、試験管内でSS＋（－）を調製する際の
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一段階：プラスミドDNAから一本鎖環状DNAへの変換

画BamH卜CJP→Bg川→Ligase Ctち

PFS4
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二段帽：一回目のDNA複製（S5→ds）
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三段帽：複製産物から一本鎖環状DNAへの変換
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四段階二回目のDNA複製（ss→ds）
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図4－1当窮£濫空濫造協計る複製エラーを検出するための

pFS4のK皿rと甲エの矢印は転写の方向を、p15Aαゴの矢印は複製の方向を示す。
詳細は、材料と方法および結果を参照せよ。
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OCDNA 一本鎖線状DNA 二本鎖線状DNA

図4－2T7DNAポリメラーゼ処理によって生じる一本鎖環状DNA

OCDNAは1・lFLg、一本鎖線状DNAは1FLg、二本鎖線状DNAは1LLg

入った反応液にほ5ユニットのmDNAポリメラーゼを混ぜ37℃に保温して

反応を開始する。経時的にOCDNAは255ng、一本鎖線状DNAと

状DNAは400ng相当を反応硬から分取して、30mMEDTAと0．6％SDSの

存在下で反応を停止させる。そして、それぞれの試料を0．7％アガロースゲ

ルで電気泳勤し放Br染色を行った。0分の試料はTH井Aポリメラーゼを混

ぜておらず、上記の反応液とは独立に調製したものである。
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DNA標品　　　変異頻度（Ⅹ10－6）

CCC　　　　　4．9±0．67

TreatedCC　　　　　9．2±1．3

SS＋　　　　　25±3．6

SS－　　　　　28±5．4

Het併Oduplex

Fixed

＋

＋

43±9．8

66±7．6

150±28

150±34

表4－1DNApolIIIHEによって誘発された∫匹r前進突然変異の変異頻度

二連続ssDNA→dsDNA複製系の各段階で調製されたDNA標品の変異頻度を表

す。変異頻度は各DNA標晶で4回独立に形質手云換実験により得られた変異頻度を

平均化したもので標準偏差の倦も同時に記載したo cccは細胞内で増幅したpFS4

プラスミドで、SSはpFS4を試験管内で酵素学的に一本鎖環状DNAにしたもので

ある。Het訂OdⅦplex（ヘテロニ重鎖標晶）は一回のみプライマー伸長反応を行った

産物でへミメチルの状態である。Fixed個定した標品）ほ前変異を固定するため

の二回目のプライマー伸長反応を行った産物でへミメチルの状態である。試験管内

DNA複製産物の＋、－ほ一回目のプライマー伸長反応でそれぞれSS＋、SS－を鋳型
として用いた標品である。
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処理がバックグラウンドの変異頻度の上昇を引き起こさないのかを調べた。T7

DNAポリメラーゼを用いてOCDNAを一本鎖環状DNAに変換する処理と複製反応

以外の全ての反応を行ったプラスミドDNA標品（TreatedCC；材料と方法を参照）

の変異頻度は、CCCに比べて1．9倍の変異頻度の上昇が観察された（表4－1）。そ

こで、これらの試験管内DNA複製反応以外で検出されるバックグラウンドの変異頻

度の上昇は、どの様な変異に起因しているのかを塩基配列レベルで調べた。

CCC、TreatedCC、SS＋、SS－に由来するSmr変異体を各々109、200、100、100個

無作為に選び、生じた変異を塩基配列レベルで決定した（表4－2）。CCCと比較し

てTreatedCCの変異頻度の上昇に大きく寄与している変異のクラスは、一塩基フレ

ームシフトで14倍の変異頻度の上昇が観察された（表4－2）。その変異頻度の上昇

に寄与している一塩基フレームシフトの型は、ランやノンランでのG（C）の－1で

（表4－5）、変異全体の46％を占めていた。このようにTreatedCCでは、どの段

階で生じたのかは不明であるが試験管内で－1フレームシフトを誘発する傷がG（C）

上に生じることが分かった。一方、SS＋（－）に関しては、SS＋（－）を調製する際の基質

となるOCDNAがTreatedCCとほぼ同じ処理を受けているので、SS＋（－）の比較の対

照はTreatedCCになる。TreatedCCと比較してSS＋（－）の変異頻度は約3倍上昇して

おり、変異頻度の上昇に大きく寄与している変異のクラスは塩基置換で5～10倍の

変異頻度の上昇が観察された（表4－2）。その変異頻度の上昇に寄与している塩基

置換の型は、SS＋とSS－の両標品に共通してG→A（形質転換後にSS→RF変換さ

れるときの新生鎖側での変異として記述）が、SS＋でのみC→A、C→Gが明らか

に上昇している（表4－4）。TreatedCCと比較してSS＋（－）で特異的に変異頻度が上

昇している塩基置換は、SS＋（－）中に内在している傷に起因して誘発されたものと推

定される。しかし、TreatedCC中に損傷塩基が内在していたとしても、形質転換後

に損傷塩基が修復されれば、野生型の方向（SmS）に固定されるため変異頻度の上昇

には寄与しない。よって、TreatedCCと比較してSS＋（－）で特異的に変異頻度が上昇

している変異の型は、試験管内で二本鎖を一本鎖に変換したことに起因して損傷塩

基が生じたのかどうかは不明である。

表4－2で示すように、2塩基以上の欠実は二塩基フレームシフト（2塩基の欠

失）、小さな欠失（3～10塩基の欠失）、大きな欠失（11塩基以上の欠失）の3

つの変異のクラスに分類している。CCCと比較してTreatedCCでは、二塩基フレー

ムシフトと大きな欠失は検出数（表4－2）と変異の内容（datanotshown）からこれ

らの変異を誘発する傷は生じていないと思われる。しかし、3～10塩基の小さな欠

失はCCCで検出されなかったが、TreatedCCで17例検出され、その内15例がIPSL，

の236～247番目の2（TGATCC）が1（TGATCC）になる6塩基欠失の型であることか

ら、試験管内の操作の過程でCCC上の2（TGATCC）に傷が生じたことが示唆され

る。一方、TreatedCCとSS＋（－）では、2塩基以上の欠失はほぼ同水準の変異頻度で

検出されており（表4－2）、変異の内容も似ていたので（datanotshown）、試験管

内で二本鎖を一本鎖に変換しても2塩基以上の欠失を誘発する損傷塩基は生じない
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検出された変異の数

T，eaLed　＿竺＿　竺　　Fixed
変異の種類　　　　　　CCC CC　　　＋　　　　　　＋　　　　　　＋

塩基置換

一塩基フレームシフト

ニ塩基フレームシフト

小さな欠矢来1

大きな欠失米2

その他米3

ISl

変異全体

51　　　35

8　　112

1　　　　7

0　　　17

7　　　21

7　　　　3

35　　　　5

109　　　ZOO

62　　28

ユ6　　60

1　　　0

0　　1

3　　　2

0　　　0

8　　　9

100　100

151　105

3Z　　51

6　　17

1　　　6

3　　18

0　　　1

7　　　2

200　　200

108　　103

17　　　60

16　　17

0　　　4

58　　13

1　　　0

0　　　　3

200　　2．00

B．

♯1，3－10塩基の欠失
♯2，11塩基以上の欠失
才3，配列置換、重複、二重変異

変異頻度（ⅩHト6）

変異の種類 Treated

He托ro－

SS duplex Fixed

CCC cc　　　＋　　　　　　＋　　　　　　＋

塩基置換　　　　　　　2．3　　1．6

一塩基フレームシフト　　0．36　　5．2

二塩基フレームシフト　0朋5　　0．32

小さな欠失

大きな欠失

その他

ISl

変異全体

＜0．045　　0．78

0．31　　0．97

0．31　　0．14

1．6　　　0．23

4．9　　　9．2

16　　7・8　　32　　35　　　飢　　77

6・5　17　　　6・917　　13　　45

0・訪　＜0・28　1．3　5．6　　12　13

く0・方　0・28　　0・22　2．0　　＜0．75　3．0

0・75　0・56　　0・65　5．9　　44　　9．8

＜0・か　＜0・28　＜0．2Z O．33　　0．75　＜0．75

2・0　2・5　1・5　0．66　＜0．75　2．3

日　　28　　43　　66　150　150

表4－2二連続ssDNA→dsDNA複製系で検出されたLPSL－に占める変異のクラス分け

PFS4（CCC）は109、鋳型であるSSは100、残りの標品は各200のSmrコロニーを無作為に選

び、生じた変異を塩基配列レベルで決定し、検出された変異を変異の各クラスに分類した。
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と思われる。

3．SSDNA→ヘテロニ重鎖→新生鎖SSDNAにより複製エラーを検出する際の

問題点

ギャップフィリングヤプライマー伸長反応系では、DNAポリメラーゼにより誘発

された前変異はヘテロニ重鎮の状態である。ヘテロニ重鎖標品で宿主を形質転換す

ると変異の種類や生じた部位により検出効率が異なる（Parker＆Marinus，1992）の

で、検出した変異の個々を等価に比較することは不可能である。そこで、試験管内

で誘発された複製エラーを全て検出することが可能な実験系の構築を試みた。図4＿

1で示すように試験管内DNA複製を行った産物を、先ほど記述した酵素学的に一本

鎖環状DNAを調製する方法と同様に、しかしニックカセットの∫ケⅠとスもaIを利

用して鋳型鎖側にニックを導入することで新生鎖のみからなる一本鎖環状DNAを調

製した。この標品で宿主を形質転換することで、細胞内で全ての前変異が固定され

検出した変異の個々を等価に比較することが可能となる。

大腸菌の野生型および校正機能欠損型DNApolIⅢHEで複製したヘテロニ重鎖標

品より新生鎖側の一本鎖環状DNAを調製し、その変異頻度を測定したところ前変異

を固定したときの変異頻度（後述する；第五章を参照）（Fujiier∂J．，投稿準備中）と

ほぼ同じ値が得られ、試験管内で誘発された複製エラーを全て検出できることが示

唆された。ここで検出した複製エラーを評価する際、最も良い比較の対照は試験管

内で複製したヘテロニ重鎮標品より調製する鋳型鎖側の一本鎖環状DNAである。そ

こで、ヘテロニ重鎮標品より鋳型鎖側の一本鎖環状DNAを調製し、その変異頻度を

測定したところ野生型よりも校正機能欠損型標品から調製した一本鎖環状DNA標品

の方が変異頻度が高く、その変異頻度は野生型DNApoIIIIHEで複製したヘテロニ

重鎮標品より調製した新生鎖の一本鎖環状DNA標品よりも高かった（datanot

Shown）。一本鎖環状DNAに比べて二本鎖環状DNAの方が数十倍形質転換効率が

高いので、恐らく処理しきれない二本鎖環状DNAが数％混入している結果であろ

うと思われた。この結果から、新生鎖側の一本鎖環状DNA標品にも同様に二本鎖環

状DNAが数％混入していることが予想され、検出した変異の個々を等価に比較す

ることが困難であると思われたので、一本鎖環状DNA標品を用いて複製エラーを検
出する方法を諦めた。

4．新生鎖SSDNA→OCDNAにより複製エラーを検出する二連続ssDNA→

dsDNA複製系

一本鎖環状DNA標品を用いて変異を検出する際、僅かな二本鎖環状DNAの混入
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でも形質転換効率の違いから変異頻度全体に影響を及ぼすことが予想されるので、

複製エラーを含むDNA標品が二本鎖環状DNAになるような実験系の開発を試み

た。試験管内で複製を行った産物から上記と同様に新生鎖の一本鎖環状DNAを調製

後、複製エラーを含むこの標品を鋳型としてDNApolIIIHEを用いてもう一度プラ

イマー伸長反応を行う。このように二本鎖環状DNAに変換することで、一回目のプ

ライマー伸長反応により生じた前変異（ヘテロニ重鎖）を全て試験管内で変異（ホ

モニ重鎖）として固定する（図4－1）。この系において問題となるのが、前変異を

固定するための二回目のプライマー伸長反応でも、複製酵素により変異が誘発され

ヘテロニ重鎮が生じることである。そこで、ヘテロニ重鎖の変異頻度への寄与を調

べることにした。

鋳型としてpFS4を酵素学的に一本鎖環状DNAに変換し、IPSL，領域にトランジ

ション型あるいは二塩基フレームシフト型の変異をもたせたプライマーを貼り付け

伸長反応させ、人工的にヘテロニ重鎮をもつプラスミドDNAのSmrになる検出効率

を調べた（表4－3）。フルメチル標品は、変異をもたせた鎖により数倍の差が認め

られたが、検出効率は4～20％ぐらいであった。鋳型鎖のみがメチル化されたヘミ

メチル標品は、トランジション型および二塩基フレームシフト型共に0．4％以下の

検出効率で、変異をもつ鎖側の近くにニックがあってもなくとも差は観察されな

かった。

直接Smを含むプレートでフルメチル化したヘテロニ重鎖標品を選択したとき、

まるで形質転換後にヘテロニ重鎮が野生型（SmS）呼止の方向に特異的な修復を受け

ているような結果であった（表4－3）。形質転換体を直接Smを含むプレートで選

択した場合、野生型（SmS）と変異型（Smr）TPSLをもつプラスミドが混在した形質

転換体におけるSmrになる割合と、形質転換後にヘテロニ重鎖が野生型あるいは変

異型呼止に修復される程度の両方を反映してSmrとして検出されると考えられる。

そこで、形質転換体の内どのくらいの割合で変異型の甲止をもつプラスミドを保持

しているのかを調べるために、形質転換体をSmを含まないプレートに播きコロニ

ーを形成させた後、各コロニーをSmを含むプレートに播いてSmrを示す割合を調

べた。表4－3で示すように、フルメチル標品は変異を導入した鎖や変異の種類に

よって差はあるのだが、何れも直接Smを含むプレートで選択した場合に比べて高

い値を示した。また、相補的なミスマッチをもつ標品（TSとNT）の検出効率を足

すと75～100％であり、形質転換後にフルメチル標品はほとんど修復を受けていな

いことを示す。よって、形質転換後に直接Smrになる細胞の割合が低く出たのは、

細胞内における野生型と変異型の中止をもつプラスミドのセグリゲーションのパタ

ーンが個々の細胞で不均一であるためなのだろう。一方、ヘミメチル標品で形質転

換した菌液をSmを含まないプレートに播きコロニーを形成させた後、各コロニー

をSmを含むプレートに播いてSmrを示す割合を調べたところ、ほとんどがSmSで

あった（表4－3）。よって、へミメチル標品では、宿主に形質転換後すぐにミス

マッチ修復系により修復されるため、直接Smを含むプレートにまいても0．4％以下
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SinglecolonylSOlationoflOOofKmr

Otr二儀Non－Sel誓㌫r
盟誓言mandSm　　霊農¶　三豊筑an。Sm

S皿r選択（％） 非選択→Smr選択（％）

へミメチル　」塑　」叫＿　フルメチル
TS米2　NT TS NT TS NT TS NT

O・13　0・30　　5・7　　16　　1．0　　2．0　　43　　61

＜0・24　0・22　　3・5　　19　　＜1．0　＜1．O Z7　　48

0■36　＜0・38　　m m　＜1．0　＜1．O ND ND

ミスマッチ米1

トランジション

一之フレームシフト

ー2フレームシフト

（CC）

米1，トランジションはzpsL・の242番目のA：T→G‥C。－2フレームシフトはEPSLの110－115
番目の3（TA）→2CrA）o CCと記した試料以外は、ニックをもつOCDNAである。
ポ2，mは、甲エの転写鉄柵に変異が導入されている。
mは、呼止の非転写鎖側に変異が導入されている。

A．

表4－3　人工的に構築したヘテロニ重鎮標品で形質転換した宿主のSmrになる割合

PFS4由来の一本鎖環状DNAを鋳型としてLPSLの特定の部位がミスマッチになるようにした

プライマーを用いてプライマー伸長反応を行う。このように構築したヘテロニ重鎖標品で

MClO61を形質転換した。Smr選択は形質転換体を随とSmを含むプレートに播いたときの生

菌数をKmを含むプレートに播いたときの生菌数で割った値である。非選択→S皿rは形質華云換

体をK皿を含むプレートに播き、生えてきたコロニーを無作為に100個選びKmとSmを含むプ

レートにシングルコロニーアイソレーションして、生えてきたコロニーの割合である。
mは、変異頻度を決定していない。
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しか抵抗性を示さなかったと思われる。

これらの結果から前変異がヘテロニ重鎖のとき、過去に報告されている結果

（Lahueetal．，1989；Parker＆Marinus，1992）と一致して、ミスマッチ修復系が修復す

る型のヘテロニ重鎮であればヘミメチルの状態ではほとんど修復される。そこで、

図4－1で示すように前変異を固定した最終標品では、検出したい前変異をもつ鎖側

（⊥回目のプライマー伸長反応で複製した新生鎖側）のみがメチル化されたヘミメ

チルの状態にすることで、前変異の固定の際に生じるヘテロニ重鎖の変異頻度への

寄与はほとんど無視できることが示唆される。しかし、前変異の固定の際に生じる

ヘテロニ重鎮の内、ミスマッチ修復系が修復できない型のヘテロニ重鎖が生じた場

合、変異として有意な頻度で検出される可能性がある。そこで、このような変異に

対してのヘテロニ重鎖の寄与を推定するために、一回目のプライマー伸長反応で複

製したヘテロニ重鎖標品（鋳型鎖のみがメチル化されたヘミメチルの状態）の一部

を分取し、調べることにした。例えば、固定した標品の＋で検出された変異は、一

回目のプライマー伸長反応ではSS＋を鋳型として複製しているので新生鎖側はSS＿

となり、前変異を固定する二回目のプライマー伸長反応では新生鎖のSS－を鋳型と

して用いている。よって、一回目のプライマー伸長反応でSS－を鋳型として複製し

たヘテロニ重鎖標品の－が比較の対照となる。また、先に述べたように、前変異が

ヘテロニ重鎖のとき、ミスマッチ修復系が修復する型のヘテロニ重鎖であればヘミ

メチルの状態ではほとんど修復されるので、例えば、固定した標品の＋とヘテロニ

重鎖標品の＋で検出されたこの様な型の変異を相互に比較することで、一回目のプ

ライマー伸長反応で誘発された前変異が正常な塩基間に由来した型であるかの判断
が出来る。

5．二連続ssDNA→dsDNA複製系で検出した変異の発生傾向

二連続ssDNA→dsDNA複製系で大腸菌のDNApolIIIHEを用いて誘発された変

異の発生頻度を調べたところ、前変異を固定したときにどちらの鎖を鋳型にしても

1・5Ⅹ10ヰの変異頻度で、鋳型であるSS＋（－）に比べて5～6倍の変異頻度の上昇が観

察された（表4－1）。また、この変異頻度は、血C系の結果（1．9Ⅹ10－4）とほぼ同

水準で妥当な値であった。一方、前変異がヘテロニ重鎮の標品では、鋳型である

SS＋（－）に比べて2倍前後の変異頻度の上昇が観察された（表4－1）。固定した標品

とヘテロニ重鎮標品の変異頻度の上昇がどのような変異に起因しているのかを調べ

るために、Smプレート上に生えた変異体の内、無作為に200個を選び塩基配列レベ

ルで変異の種類と生じた部位を決定した（表4－2、図4－3）。前変異を固定した標

品では、＋、一によらず塩基置換が半分以上を占め、次いで＋、一によって差はあるが

フレームシフトと欠失が続いた。ヘテロニ重鎮標品でも検出された変異の傾向は似

ており、塩基置換が半分以上を占め、次いでフレームシフトが続いた。
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2

AC誌CTAAAAAACCGAAC芸乞140
X A
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△
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CGGTGGTGAA GGTCACAACC　220
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G書　芸喜A　　誓言　△

GCGCT讐ACT葱ccGGCGTTAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCCAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAAGGCT皿－3・

図4－3　DNApolIIIHEを用いて検出された塩基置換と一塩基フレームシフトの部位

呼止の開始コドンの一番目の塩基を1として数を振っている。シャインダルガノ配列と開始コド

ン、終止コドンの塩基配列には下線を引いた0ここで示した配列は一回目のプライマー伸長反応で合

成された新生鎖を表し、新生鎖で検出された変異をその配列の上（ヘテロニ重鎖標品）か下個定し

た標品）に示す。△は－1の欠失、∨（∧）は＋1の付加が検出された部位を表す。但し、同じ塩基が

並んだ（ラン）配列中で検出された変異は、生じた部位の特定ができないので便宜的にラン配列の

内、開始コドンに近い側に記載した0検出された変異にⅩNと記されてる場合、同じ変異がN個検

出されたことを表すo A；SS＋を鋳型としたときに検出された変異。B；SS－を鋳型としたときに検出さ
れた変異。
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塩基置換になるミスペアーは12種類の組み合わせがある。甲止配列中でSmrにな

る塩基置換はその12種類全てを検出でき、それぞれ7～18ケ所の検出可能部位が

存在し、SS＋（－）各鋳型中に170の塩基置換が検出可能である（datanotshown）。表

4－4で示したようにヘテロニ重鎖標品ではG→AとC→A（変異は新生鎖側での変

化を示す）が大半を占めているのに村して、固定した標品ではほぼ同水準の変異頻

度セそれ以外にC→T、G→T、T→Gも高頻度に検出された。また、G→AとC

→Aの検出された部位はホットスポットが観察されることから（図4－3）、変異を

誘発しやすい配列の存在を示唆する。

Smrとなる一塩基フレームシフトでこれまでに見いだされているエンドポイント

は甲止配列の全長375塩基の内、終止コドンから48塩基上流で－1フレームシフト

が見つかっている。その場合、終止コドンから7番目のアミノ酸をコードしている

コドンが新たに終止コドンになった結果、Smrになったと思われる。よって、中止

コーディング配列の90％以上で（SS＋、－各鋳型中に約340）フレームシフトの検出

が可能であると思われる。表4－5で示したように、＋か一にもよるがヘテロニ重鎖

標品で高頻度に検出された2G→G、2C→C、3C→2C、ノンランでの欠失は、固

定した標品でもほぼ同水準に検出された。固定した標品でヘテロニ重鎮標品よりも

明らかに高頻度に検出されたのは、6A→5A、3G→2G、6A→7Aであった。

6．高頻度に検出された塩基置換は損傷塩基に起因している

固定した標品で高頻度に検出された塩基置換は、G→A、C→A、C→T、G→

T、T→Gである（表4－4）。この内、固定した標品とヘテロニ重鎖標品でほぼ同

水準の変異頻度でG→AとC→Aが検出されたので、これらの変異は損傷塩基に

起因して誘発されたものと示唆される。ヘテロニ重鎖標品で検出されたG→AとC

→Aはその中間体であるC：A、G：Aミスペアー（鋳型鎖：新生鎖）が形質転換後に

ミスマッチ修復系により修復されないペアーであるので、本実験系で用いた鋳型

DNA上あるいはdNTPプール中にも内在していると推定される損傷塩基（Tajiriet

れ1995；Wanger∂い998）に起因していると思われる。このような損傷塩基の候補

として、C：Aは鋳型のCが脱アミノ化してUになった結果（Lindahl＆Nyberg，

1972）、G：Aは鋳型のGが酸化されて8－OXO－dG（T可irietal．，1995）等に起因するの

かもしれない。また、先に述べたようにTreatedCCと比較してSS＋（－）でもG→A

とC→Aが高頻度に検出されており（表4－4）、この内C→Aの変異頻度は複製

産物（固定した標品とヘテロニ重鎖標品）とSS＋（－）でほぼ同水準であることから、

複製産物で検出されたC→AはSS＋（－）中に内在している損傷塩基に起因して誘発さ

れたものであると示唆される。一方、G→Aの変異頻度は複製産物と比較して

SS＋（一）では1／5～1／13しか検出されなかったのだが、検出された部位（SS＋で17

例、SS－は8例）は1例をのぞき完全に一致していた。上述したように鋳型上のC
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変異頻度畔10－6）

変異の型　ccc　諾鮫d
Heteroduplex Fixed

＋　　　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　　　　＋

トランスバージョン

C一⇒A

G→で

A→　C

T→　G

A→で

で→A

G→　C

C→　G

トランジション

A→　G

T→c

G→A

C　一⇒トT

0．81　　0．51

0．22　　＜0．046

0．90　　　0．28

0．090　　0．23

0．22　　　0．046

0．13　　　0．55

6．7

0．26

0．26

0．26

1．5

＜0．26

0．26

1．0

＜0．26

0．77

4．4

0．52

1．4　　　　　8．4

1．1　　　　＜0．22

＜0．28　　　＜0．22

0．28　　　　0．43

＜0．28　　　　0．86

2．0　　　　＜0．22

0．28　　　＜0，22

0．28　　　　0．86

＜0．28　　　　0．22

＜0．28　　　　0．22

2．

0．

＜0．

0．

＜0

1．

0．

0

6

33

33

33

33

3

33

99

＜0．33

0．33

2．2　　　　22　　　　28

0・28　　＜0・22　＜0．33

17　　　　　　4．5

1．5　　　11

＜0．75　　　0．75

6．0　　　　5．3

0．75　　＜0．75

＜0．75　　0．75

0．75　　＜0．75

2．3　　　　＜0．75

3．0　　　　0．75

0．75　　　0．75

25　　　　　37

表4－4　二連続ssDNA→dsDNA複製系で検出された塩基置換

CCC、TreaLedCCで検出された変異は、誘発された変異の由来が不明なので相補的

な関係になる変異のタイプの中間に変異頻度を記載した（例えば、G：C→T：Aでは

G→TとC－ナAの中間に記載）。SSで検出された変異は、形質転換後にSS→RF

変換される際の新生鎖側での変化として記載した0ヘテロニ重鎖標品と固定した標

品で検出された変異は、一回目のプライマー伸長反応での新生鎖での変化を表す。
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変異。型　CCC　訝托d．SS　”：伽duple竺M．F

2塩基のラン

ー1

2A→　A
2T一⇒・T

2G一⇒　G

2C→　C

3塩基以上のラン

ー1

5A→4A
5T→4T

＋1

ノンラン

ー1

その他

＜0．045　＜0．046

＜0．045　　1．9

0．13　　　0．046

6Å→5A　＜0．045　　0．23
6T→5T

3G→2G
3C一⇒　2C

5A→　6A

5T→　6T

6A→7A

6T→7T■

A

で

G

C

＜0．045　　1．0

0．045　　　0．14

＜0．045　　　0．046

0．045　　　0．28

＜0．045　　1．3

0．14　　　　0．19

0．25　　　0．85　　　＜0．22　　　0．33

＜0．25　　＜0．28　　　＜0．22　　　0．66

0．75　　1．7　　　　　1．1　　　0．33

0．50　　　2．8　　　　　0．65　　　6．6

0．57　　　　　　　　　　0．66

＜0．25　　　　　　　　　　　0．22

0．85　　　　　　　　　　　0．33

0．50　　　　　　　　　＜0．22

1．0　　　　0．85　　　＜0．22　　＜0．33

0．75　　1．7　　　　0．86　　1．7

＜0．25

0．25

0．75

＜0．25

0．75

0．25

＜0．28

＜0．28

2．6

1．7

1．7

1．1

＜0．22

0．22

1．3

0．43

1．3

0．65

0．75　　　0．57　　　0．22

＜0．33

＜0．33

1．5　　　　＜0．75

＜0．75　　＜0．75

1．5　　　　1．5

＜0．75　　14

＜0．75

0．75

0．75

0．75

0．75

1．5

0．99　　　　3．8

1．7　　　　＜0．75

0．66　　　＜0．75

2．6　　　　1．5

2．3

4．5

2．3

2．3

0．75

2．3

0．75

3．8

5．3

5．3

0．33　　　＜0．75　　＜0．75

表4－5　二連続ssDNA→dsDNA複製系で検出された一塩基フレームシフト

ーは検出できない変異を表す。表の見方は表4と同じである。
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が脱アミノ化したUに起因してG→Aが誘発されたとすれば、SS＋（－）で低い変異

頻度であったのは、形質転換後にUngの働きによりUが取り除かれ、AP部位が生

じSS→RF変換を妨げられた結果である（Wamer＆Duncan，1978；Schaaper＆Loeb，

1981）。一方、ヘテロニ重鎖標品ではUに対しては常にAがペアーを組んでいるの

で形質転換後にUngやdsUdg（Gallinari＆Jiricny，1996）の働きは逆に変異を固定す

る方向に働いた結果である。

複製産物で検出されたG→AとC→Aは損傷塩基に起因して誘発されたものと

示唆されるが、このような観点で固定した標品で高頻度に検出されたC→T、G→

Tの発生原周を考えると、それぞれG→A、C→Aと相補的な関係になる。よっ

て、．一回目のプライマー伸長反応の際に誘発された複製エラー（前変異）を固定し

た結果検出できたというよりも、前変異を固定するための二回目のプライマー伸長

反応を行うために調製した新生鎖の一本鎖環状DNA上に生じた損傷塩基に起因して

いる可能性が高い。事実、同じ原因に起因しているとすれば、鋳型間の変異の発生

傾向の違い（表4－4）と検出された部位がC→T、G→Tの検出部位とほぼ完全に

一致しかつ部位間の発生傾向の類似性（図4－3）を説明できる。このように、固定

した標品で高頻度に検出されたG→A、C→A、C→T、G→Tは、鋳型上に生じ

た損傷塩基によって誘発されたものと示唆される。残りの固定した標品で高頻度に

検出されたT→Gに関しても、校正機能欠損型DNApolIIIHEを用いて検出された

変異頻度（第五章を参照）（Fujiietal．，投稿準備中）とほぼ同じなので、複製エラー

というよりも損傷塩基に起因している可能性が高い。しかし、T→Gは固定した標

品と比べてヘテロニ重鎮標品では低い変異頻度であることから、T→Gになるミス

ペアーをもったヘテロニ重鎮標品では、A：Gミスペアー（鋳型鎖：新生鎖）のAは

正常な塩基であると思われる。よって、T→Gは、dNTPプール中に内在している

であろう損傷塩基（例えば、8－OXO－dGTP）（Maki＆Sekiguchi，1992）に起因して誘

発されたものと推測される。また、塩基置換の変異頻度全体に占める割合は低いが

＋の標品で検出されたC→Gの変異頻度は、SS＋とほぼ同水準なので鋳型となる一

本鎖環状DNA上に生じた損傷塩基（例えば、8－OXO－dG）（Zhangetal．，1998）に起
因している可能性が高い。

7．一塩基フレームシフトの発生傾向

固定した標品で検出された一塩基フレームシフトの内、同一の変異の型で2例以

上検出した型は、ノンランでの欠失、ランでのGとCの欠失、2A→A、5A→

4A、6A→5A、6A→7A、6T→7Tである（表4－5）。この内、ノンランでの欠

失、ランでのGとCの欠失、2A→Aは、ヘテロニ重鎮標品もしくはSS＋（－）でも同

水準の変異頻度で検出されていることから、塩基置換の場合と同様にSS＋（－）中に内

在している損傷塩基に起因して検出されたものと示唆される。残りの5A→4A、6A
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→5A、6A→7A、6T一十7Tに関して、ヘテロニ重鎮標品とSS＋（－）の発生傾向と比較

すると、5A→4Aと6A→5Aは損傷塩基に起因して検出された可能性があるが、

6A－→7Aと6T→7Tは正常な塩基間に由来する複製エラーを反映して検出されたも

のと思われる。

塩基置換の場合と同様に、固定した標品で検出された一塩基フレームシフトも大

部分が損傷塩基に起因して誘発されたことが示唆される。一塩基フレームシフトを

誘発する変異原は、カーシノジュンであるAAF等のアダクトによる塩基の修飾が知

られているが（Ho什mann＆Fuchs，1997；Wagner＆Fuchs，1997）、自然DNA損傷に

起因して一塩基フレームシフトを誘発する損傷塩基はほとんど知られていない

（Wangetal．，1998；Lyons－Darden＆Topal，1999）。本実験系で調製した鋳型となる一

本鎖環状DNA上には、酸化損傷を受けた塩基、脱プリン／ビリミジンによって生じ

る今P部位、脱アミノ化した塩基等の損傷塩基が内在していると考えられるので、
これらの自然DNA損傷に起因した損傷塩基が塩基置換だけではなく一塩基フレーム

シフトも誘発しているものと思われる。しかし、塩基置換と一塩基フレームシフト

が検出された部位（図4－3）はほとんどの場合異なっているので、塩基置換と一塩

基フレームシフトを誘発する損傷塩基は異なる、あるいは同一の損傷塩基だが周辺

の配列に依存して塩基置換と一塩基フレームシフトのどちらが誘発されやすいのか

が決まるのかもしれない。

8．複製エラーに依存して検出された2塩基以上の欠失の発生傾向

固定した標品とヘテロニ重鎖標品で検出された2塩基以上の欠失は、それぞれ＋

が74例と10例、－が34例と41例である（表4－2）。両標品とも2塩基以上の繰り

返し配列を介して誘発されたと考えられる型が90％以上を占めていた（datanot

shown）。先に述べたように、二連続ssDNA→dsDNA複製系で複製反応以外の処理

を行っても特定の変異の型（2（TGATCC）→1（TGATCC））を除き、2塩基以上の欠

失の変異頻度の上昇が観察されないことから（表4－2）、今回検出された2塩基以

上の欠失の由来が特定の変異の型を除き、複製反応以外の段階でアーティファクト

として生じたとは考えにくい。また、同じ野生型DNApolIⅢHEを用いた血C系で

も2塩基以上の欠失が有意な頻度で検出されている（第三章を参照）ので、二連続

ssDNA→dsDNA複製系で検出された2塩基以上の欠失は、主にDNApoIIIIHEに

よって誘発された複製エラーを反映していると考えられる。

異なる標品間で検出された主要な変異を表4－6に示した。固定した標品の＋と＿

で検出された変異の発生傾向は、誘発された変異の型によって、＋か＿のどちらか一

方で高頻度に検出される型が観察され、変異誘発における鋳型鎖間の塩基配列特異

性が示唆される。また、ヘテロニ重鎖標品でも、固定した標品で検出された変異の

発生傾向と似た面があり、＋か－のどちらか一方で高頻度に検出される型が観察され
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変異頻度（Ⅹ10－7）

Fixed

＋

53　　　　＜7．5

340　　　　38

＜7．5　　　7．5

HetぼOdⅥplex

＜2．2　　　＜3．3

＜2．2　　　53

6．6　　＜3．3

久夫の大
きさrbp）至芸霞生じ　　　変異の鰯

＿353－649　AG且ユ　ー且エAA→A（辺ごAA

競競鴇ノの
＋

＜4．2

＜0．65　140

＞88

＜2．0　　88

87

＞29　　　　　＜8．7

－242－653　TGATAAn～　ATAAAACG→TGATAAAACG　　　　　　　　　895

269－328　GTGTTAAAGACC　－　GTTAAAGACCGT→GTGTTAAAGmGT　60

110－115　　3けA）一｝　2（TA）

236～247　　2（TGATCC）→　TGATCC

275－278　　　2（Gで）→　GT

2

6

2

＜2．2　　　53　　　　　110　　　　60

2．2　　20　　　　　＜7．5　　23

2．2　　＜3．3　　　　＜7．5　　38

2塩基以上の欠失で上記の欠失が占める割合（％）　　　　　　　　　　　50　　93　　　91

表4－6　二連続ssDNA→dsDNA複製系で検出された二塩基以上の欠失

ヘテロニ重鎖の検出効率は、DNApolIIIHEを用いて検出されたヘテロニ重鎖標

品の各変異のタイプを前変異を固定した標品での各変異のタイプで割った値であ

る。各変異のタイプは、一回日のプライマー伸長反応での新生鎖での変化を表す。
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た。

表4－6で示したように、固定した標品で検出された2塩基以上の欠失の内、

3（TA）→2（TA）と895塩基の欠尖が＋、一両標品で高頻度に検出され、ヘテロニ重鎮

標品でも－で高頻度に検出された。しかし、これら2種類の変異が固定される前の

ヘテロニ重鎖では、形質転換後にミスマッチ修復系（MutI札S系）によって3（TA）

→2（TA）になるミスペアーは修復されるが、895塩基の欠失になるミスペアーは修

復できないと思われる。よって、固定した標品で検出された2塩基以上の欠失を評

価する際、比較の対照となるヘテロニ重鎖標品で検出された変異が、形質転換後に

ミスマッチ修復系（MutHLS系）で修復されるかされないかで固定した標品で検出

された2塩基以上の欠失の捉え方が異なることになる。そこで、2塩基以上の欠実

の内、主に代表例として3（TA）→2（TA）と895塩基の欠失について異なる項で以下

に述べる。

9．3（TA）→2（TA）の誘発は鋳型鎖によって由来が異なる

3（TA）→2（TA）の二塩基フレームシフト（－TA）は、表4－3で示したようにヘミ

メチルのヘテロニ重鎖では、形質転換後にミスマッチ修復系により修復され0．4％

以下しかSmrを示さない。表4－6で示すように、固定した標品の＋で検出された＿

TAの変異頻度は110XlO，7であった。ヘテロニ重鎖標品の－で検出された－TAの変

異頻度は53Ⅹ10‾7であったので、固定した標品の＋で検出された－TAの変異頻度の

内、53Ⅹ10‾7分は二回目のプライマー伸長反応で生じた変異を反映しているのかも

しれない。その場合、鋳型がSS＋のとき一回目のプライマー伸長反応で生じた＿TA

の変異頻度は57Ⅹ10‾7となる。ヘテロニ重鎮標品の＋では－TAは検出されず変異頻

度は2．2XlO‾7以下となるので、鋳型がSS＋のときに誘発された－TAの内、ヘテロ

ニ重鎮標品では－TAとして検出できる効率は3．9％以下であると推定される。この

様に表4－3の実験結果と一致して、ヘテロニ重鎖標品で－TAになるミスペアーはほ

とんど修復されているので、固定した標品の＋で検出した－TAの少なくとも半分は

複製エラーを反映していると思われる。一方、表4－6で示すように、固定した標品

の－とヘテロニ重鎮標品の－で検出した－TAの変異頻度は、同水準に高頻度で検出

され、固定した標品に比べたヘテロニ重鎮標品の検出効率は88％であった。よっ

て、鋳型がSS－のとき、一回目のプライマー伸長反応で生じた－TAになるミスペア

ーを持ったヘテロニ重鎖は、形質転換後にミスマッチ修復系による修復を受けてい

ないので、損傷塩基に起因して誘発されたことが示唆される。表4－3で示したよう

に、－TAになるミスペアーを持ったヘテロニ重鎖のSmrになる検出効率を求めた実

験より、フルメチル化してミスマッチ修復系が働かないようにしても検出効率は20

％以下である。よって、鋳型がSS－のときヘテロニ重鎮標品で検出した＿TAになる

ミスペアーの鋳型鎖側には野生型（SmS）になる配列が存在していないことを示唆す
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るので、－TAを誘発する損傷塩基はdNTPプール中に由来するのではなく、鋳型鎖

上の損傷塩基によって誘発されたものと推定される。鋳型がSS－のとき、損傷塩基

によって一TAが誘発されたとすれば、プラスミドを構成する二本鎖の内、この損傷

塩基はSS＋よりも24倍以上SS－に内在していることになる。また、このような鋳

型鎖間での損傷塩基のバイアスは、塩基置換（表4－4）と一塩基フレームシフト

（表4－5）でもあると思われるので、損傷の受けやすさ受けにくさは周辺の塩基配

列に依存していると考えられる。

10．大きな欠失になるミスペアーを持ったヘテロニ重鎖は形質転換後、鋳型鎖に

よって変異として固定される割合が異なる

大きな欠失で特に895塩基の欠失は、上記の3（TA）→2（TA）の結果と類似した検

出傾向が観察された。表4－6で示すように、固定した標品の＋と比べたヘテロニ重

鎖標品の＋での895塩基の欠失の検出効率は、0．65％以下であった。一方、固定し

た標品の一とヘテロニ重鎮標品の－で検出した895塩基の欠失の変異頻度は、同水準

に高頻度で検出された。表4－3で示したように、ヘテロニ重鎖標品をフルメチル化

してミスマッチ修復系が働かないようにして、野生型（SmS）と変異型（SmT）TPSL，

が1細胞内に混在している場合、Smrの表現型を示すのは4～20％ぐらいである。

よって、形質転換後に大きな欠失もそのまま修復を受けず残っていれば、固定した

標品に比べたヘテロニ重鎮標品での検出効率は4～20％ぐらいであると予想され

る。ところが、表4－6で示すように895塩基の欠失になるミスペアーを持ったヘテ

ロニ重鎖標品は、形質転換後に鋳型がSS＋で誘発されたヘテロニ重鎖では野生型

（SmS）、鋳型がSS－では変異型（Smr）IPSL，の方向に、特異的な修復を受けている

ような結果であった。

CCC、TreatedCC、SS＋（－）で大きな欠失は、30種類の型（datanotshown）で33例

（表4－2）検出されているが、複製産物（固定した標品とヘテロニ重鎮標品）で検

出された大きな欠失（16種類の型で92例）は、その何れの型とも異なっていたの

で、複製産物で検出された大きな欠失が損傷塩基によって誘発され、強力なホット

スポットが生じたとは考えにくい。895塩基の欠実になるミスペアーを持ったヘテ

ロニ重鎮標品は、3（TA）→2（TA）になるミスペアーを持ったヘテロニ重鎖標品のSmr

になる検出傾向と似ていても（表4－6）、異なる原因に起因して形質転換後に一方

的にどちらかの鎖に固定していると思われる。よって、メチル化によって修復の方

向性が決まるミスマッチ修復系とは別の、ループアウトした構造を認識し（例え

ば、SbcCD）（Conne11yetal．，1998）、修復の方向性を決めるような修復系が存在す

るのかもしれない。大きな欠失の際に生じるループアウトした一本鎖は二次構造を

形成すると思われるが、相補的な一本鎖どうしでも配列が異なるために生じる二次

構造の形と安定性が異なると推定されるので、この違いが細胞内における未知の修
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復系の修復効率に影響を及ぼしているのかもしれない。表4－6で示したその他の欠

失も、標品によって検出数が少ない型があるものの、全般的な標品間の変異の検出

傾向が895塩基の欠失と似ていたので、895塩基の欠失で観察された事象は特殊な

例ではなく普遍性のある事象なのかもしれか－。

ⅠⅡ．考察

1．二連続ssDNA→dsDNA複製系の特徴と問題点

二連続ssDNA→dsDNA複製系（図4－1）は、従来のプライマー伸長反応系ヤ

ギヤップフィリング系とは異なる3つの特徴がある。1）細胞内で増幅させたプラ

スミドDNAを試験管内で酵素学的に一本鎖環状DNAに変換するため、従来のファ

ージミドを介した生物学的な一本鎖環状DNAの調製法に比べて一桁低いバックグラ

ウンド変異をもつ鋳型DNA標品の調製が可能である。2）プラスミドDNAを試験

管内で酵素学的に一本鎖環状DNAに変換するため、同じプラスミドDNAから異な

る2種類の鋳型DNA標品（SS＋とSS－）の調製が可能である。3）一回目のプライ

マー伸長反応で誘発された複製エラー（前変異）は、二回目のプライマー伸長反応

を行うことで全て変異として固定されるので、固定した標品で検出した変異の個々

を等価に扱うことが出来る。

二連続ssDNA－→dsDNA複製系で、大腸菌のDNApoIIIIIiEにより誘発された前

変異を固定した標品は、鋳型であるSS＋（－）標品に比べて5～6倍の変異頻度の上昇

が観察されたので（表4－1）、試験管内DNA複製反応に依存した変異を検出でき

た。しかし、固定した標品で検出された変異を塩基配列レベルで調べたところ、損

傷塩基に起因して誘発されたと思われる変異が多数あった。よって、固定した標品

で検出された変異が、正常な塩基間に由来するDNApoIIIIHEに依存した複製エラ

ーであるか、損傷塩基に起因して誘発された変異であるのかを区別できるのかが重

要な問題となる。

2．正常な塩基間に由来する複製エラーと損傷塩基に由来する変異は区別できる

表4－1で示したDNA標品（TreatedCC、SS、ヘテロニ重鎮標品、固定した標

品）で、形質転換後に検出された変異は、1）変異が検出された部位は、各DNA標

品中でどのような状態であったのか、2）形質転換後にその部位が修復を受けるか

受けないか、を反映してSmr形質転換体として検出される。1）は、TreatedCCでは

正常な塩基と損傷塩基のミスペアー、SSでは損傷塩基、ヘテロニ重鎮標品と固定し

た標品では正常な塩基間の（ミス）ペアーと正常な塩基と損傷塩基の（ミス）ペア
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ーが考えられる。2）は、宿主に内在するミスマッチ修復系や損傷塩基を修復する

修復系の修復効率に依存している。そこで、Smrになりうる（前）変異をもった

DNA標品で形質転換した宿主が、どのくらいの割合でSmr形質転換体として検出さ

れうるのかを概念的に示したのが表4－7である。表4－7で示したSmr形質転換体と

して検出される割合は、以下の推測に基づいて構成した。損傷塩基をもった一本鎖

環状DNA（SS）は、形質転換後に損傷塩基が修復されなければ100％検出され、修

復されれば修復される割合に応じて0～100％の間で検出効率が変化する○二本鎖

環状DNAでは、両鎖共に変異型（Smr）IPSL，（正常な塩基どうしのペアー、正常な

塩基と損傷塩基のペアー）の場合、形質転換後に100％検出される。野生型（SmS）

と変異型（Smr）呼止（正常な塩基どうしのペアー、正常な塩基と損傷塩基のペア

ー）で構成された二本鎖環状DNAでは、形質転換後にミスマッチや損傷塩基を修復

する修復系の修復効率に影響される。表4－3で示したように、ヘテロニ重鎖標品を

フルメチル化してミスマッチ修復系が働かないようにしたとき、Smrの表現型を示

すのは4～20％ぐらいであるので、形質転換後にミスマッチや損傷塩基がそのまま

修復を受けず残っていて、野生型（SmS）と変異型（Smr）中止が1細胞内に混在し

ている場合、Smrの表現型を示すのは4～20％ぐらいである。一方、形質転換後に

ミスマッチや損傷塩基が修復される場合、正常な塩基間で構成されたミスペアーを

もった標品は0．4％以下の検出効率で、損傷塩基と正常な塩基で構成されたペアー

をもった標品は、損傷塩基を修復する効率にも依るが0～20％の間で検出効率が変

化する。

そこで、各DNA標品（TreatedCC、SS、ヘテロニ重鎖標品、固定した標品）で検

出された変異を表4－7に基づいて解析することにより、前変異を固定した標品で検

出した変異の由来が、正常な塩基間に由来するDNApolIⅡHEに依存した複製エラ

ーであるのか、損傷塩基に起因して誘発された変異であるのかを区別できる。

3．前変異を固定した標品で検出された変異の発生傾向

表4－7に基づいて前変異を固定した標品で検出された変異の内（表4－2）、主に

損傷塩基に起因して検出された変異の型は、塩基置換がG→A、C→A、C→T、G

→T、T→G、C→Gであり（表4－4）、一塩基フレームシフトはノンランでの欠

失、ランでのGとCの欠失、2A→Aであり（表4－5）、－の標品で検出された

3（TA）→2（TA）と2（TGATCC）→1（TGATCC）である（表4－6）と推定される○これ

らの損傷塩基に起因して検出された変異は、固定した標品の＋と一でそれぞれ86Ⅹ

10－6と120Ⅹ10－6の変異頻度となり、変異頻度全体に占める割合はそれぞれ57％と

80％となる。一方、損傷塩基に起因して検出された変異以外の内、検出数や各DNA

標品（CCC、TreatedCC、SS、ヘテロニ重鎖標品、固定した標品）で検出された変

異との比較から、固定した標品で正常な塩基間に由来する複製エラーを反映して検
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⊥

S皿r変異体
の割合（％）

修復★3損傷（ミスマッチ）
の生じた部位★2

＋N＋

DNA標晶　　DNA療1

CCC

TreatedCC
0　－　20　　4　－　20

SS　　　　　　　　　　　　　　－D－　　　　0　～100　　100

Heteroduplex

一新生鎖－
一鋳型鎖－

＋M＋
＋N＋

＋M＋

＋D＋

－D－
－N－

＜0．4　　　4　－　20

100　　　　100

0　－　20　　4　－　20

Fixed

一鋳型鎖－
一新生鎖－

＋M＋

＋M＋

－・・－・・・・N－
＋M＋

＋D＋
＋M∵

100　　　　100

＜0．4　　　　4　－　20

100　　　　100

★1鋳型鎖仰のみがメチル化されている。Fixedの鋳型鎖は、一回目のプライマー伸長反応
で合成された新生鎖である。

一★2　N，正常な塩基
M，ミスマッチな塩基
D，損傷塩基

★3＋，損傷（ミスマッチ）した塩基が形質転換後に修復される。
－，損傷（ミスマッチ）した塩基が形質事云換後に修復されない。

表4－7　二連続ssDNA→dsDNA複製系で予想される各標品におけるSmr変異体の出現する割合
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出された変異の型は、塩基置換が＋の標品で検出されたA→G（表4－4）、一塩基

フレームシフトは6A→7A、6T→7T（表4－5）、－の標品で検出された3（TA）→

2（TA）を除く二塩基フレームシフトと大きな欠失（表4－2、表4－6、datanot

shown）であると思われる。これらの正常な塩基間に由来する複製エラーは、固定し

た標品の＋と－でそれぞれ60Ⅹ10‾6と19Ⅹ10‾6の変異頻度となり、変異頻度全体に

占める割合はそれぞれ40％と13％となるが、大きな欠失を除くと固定した標品の

＋と＿でそれぞれ17Ⅹ10‾6と9．3Ⅹ10‾6の変異頻度となり、変異頻度全体に占める割

合はそれぞれ11％と6．2％となる。

4．前変異を固定した標品で検出された正常な塩基間に由来する複製エラー

固定した標品で正常な塩基間に由来する複製エラーは、塩基置換（表4－4）が＋

の標品で検出されたA→G（3例）ぐらいで、残りの変異の型は1例検出できるか

できないかぐらいであると思われるので、塩基置換の変異率は～5Ⅹ10‾8／塩基／複

製であると推定される。一塩基フレームシフト（表4－5）は6A→7A（3例）、6T

→7T（2例）ぐらいが正常な塩基間に由来する複製エラーで、残りの変異の型はほ

とんど検出できていないと思われるので、一塩基フレームシフトの変異率は～1Ⅹ

10－8／塩基／複製であると推定される。また、大腸菌のm日払‾株を用いた遺伝学的な

研究で、F一夕mねc上の加J遺伝子を標的遺伝子とした前進突然変異検出系から推定さ

れるDNApoIIIIHEによって誘発される点突然変異の変異率は～5XlO－8であると

報告されており（Schaaper，1993）、今回、二連続ssDNA→dsDNA複製系で推定し

た変異率とよく一致している。

残りの二塩基フレームシフトと大きな欠失（表4－2、表4－6、datanotshown）

は、2塩基以上の繰り返し配列を介して誘発されたと思われる型が90％ぐらいであ

り、幾つかの強力なホットスポットが観察された。二塩基フレームシフトと大きな

欠失の最も強力なホットスポットは、ともに＋の標品で検出され、それぞれ3（TA）

→2（TA）と895塩基の欠失（表4－6）で、変異頻度はそれぞれ5～11Ⅹ10‾6と29

～34Ⅹ10－6で、それぞれの変異が二塩基フレームシフトと大きな欠失の変異頻度全

体に占める割合はそれぞれ83～92％と74～77％となる。よって、二塩基フレー

ムシフトと大きな欠失は鋳型鎖側の配列に依存して検出できる変異の発生頻度が大

幅に異なることが示唆される。

大腸菌のDNApolIIIHEを用いて試験管内で誘発される変異を調べた実験が、最

近Pham等（1998）によって報告された。彼らの実験系は、ねcf（310塩基）を標的

遺伝子とした前進突然変異検出系（ギャップフィリング）で、実験系自体の制約と

して検出できる変異は、主に塩基置換と－1フレームシフトである（Schaaper＆

Dunn，1987）。彼らの実験結果は、DNApolIIIHEによって誘発された変異の発生頻

度が620～810Ⅹ10‾6で、その内、塩基置換が340～370Ⅹ10－6、－1フレームシフト
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が220～440Ⅹ10‾6であった。しかし、検出された塩基置換は主に3つの型（G→

A、C→A、C→G；新生鎖側での変化として記述）で何れも鋳型DNA標品に含ま

れている損傷塩基によって誘発されたと考察された。今回、固定した標品で検出し

た塩基置換のG－→A、C→A、C→Gは、損傷塩基に起因して検出されたと結論し

ており、Pham等の結果と比較してG→AとC→Aの変異率はほぼ一致している

が、C→Gの変異率は二連続ssDNA→dsDNA複製系の万が一桁低い。Pham等は、

正常な塩基間に由来する複製エラーの変異率は、塩基置換が1～3Ⅹ10■／塩基／複

製、－1フレームシフトが1．7～3．7Ⅹ10‾6／塩基／複製であると推定しているが、これ

らの値は二連続ssDNA→dsDNA複製系で推定した正常な塩基間に由来する複製エ

ラーの変異率に比べて、塩基置換と－1フレームシフトの両方で100倍ぐらい高い変

異率である。この極端な推定した変異率の違いは恐らく、二連続ssDNA→dsDNA

複製系と異なりPham等の実験系では、検出した変異が損傷塩基に起因して誘発さ

れた変異であるのか、正常な塩基間に由来するDNApoIIIIHEに依存した複製エラ

ーであるのかを判断することが困難なために、塩基置換と－1フレームシフトの変異

率を過剰に推定したものと思われる。

5．プライマー伸長反応よりも複製フォークの方が忠実度が低い

同じ野生型DNApolⅡIHEを用いたoIIC系（第三章を参照）と今回の二連続

SSDNA→dsDNA複製系の共通する部分は、1）誘発されたヘテロニ重鎮の状態にあ

る複製エラー（前変異）を全てホモニ重鎖にし、変異として固定することで誘発さ

れた全ての複製エラーを検出できる、2）標的遺伝子として甲止を用いている。異

なる部分は、二連続ssDNA→dsDNA複製系がプライマー伸長反応に対して、。tjC

系は複製フォークを形成した反応である。そこでプライマー伸長反応と複製フォー

クではDNApoIIIIHEの忠実度に異なる影響を及ぼすのかを検討するために、各々

で検出された変異の発生傾向を比較すると、全体の変異頻度はほぼ同じであるがそ

の内容は大きく異なっていた（図4－4）。二連続ssDNA→dsDNA複製系に比べて

血C系では塩基置換が若干低く、一塩基フレームシフトは4倍高かった。。∫ゴC系で

検出された塩基置換はトランスバージョンのG：C→T：A、A：T→C：G、トランジ

ションのG：C→A：Tの3タイプで塩基置換全体の88％を占めており、何れも損傷

塩基に起因して誘発されたものであると考察した（第三章を参照）。二連続ssDNA

→dsDNA複製系では上記3タイプの内、トランスバージョンの変異率はほぼ同じ値

で検出されたのだが、トランジションは5倍近く高頻度に検出された。。わC系では

DnaB（ヘリカーゼ）により二本鎖を一本鎖に巻き戻した直後に二本鎖になることか

ら、トランスバージョンを引き起こす損傷塩基は鋳型中あるいはdNTPプール中に

予め内在しており、トランジションを引き起こす損傷塩基は主には予め一本鎖にし

たことで生じた可能性が高いことを示していると思われる。
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塩基置換

トランスバージョン

G：C→T‥A臨姦

A‥T→C：G忌

A：T→T：A

G：C→C：G臨

トランジション

A：T→G‥C畠

G：C→A‥T醒司

E≡≡ヨ；二連続ssDNA→dsDNA複製系

圃；試験管内戚CプラスミドDNA複製系

一塩基フレームシフト

＋1日

ラン

ノンラン

＿1巨≡≡≡∃

＋1

－1
E≡≡］

既望望

二塩基フレームシフト

小さな久夫

E≡≡≡］

巨至当

大きな欠失巨表芦∃

その肘1固

ISl
目

変異全体　軽輩草葉岩華や苦
竺＝　　⊥

100 200

変異頻度（Ⅹ10‾6）

＊1，配列置換、重複

図4－4　二連続ssDNA→dsDNA複製系と試験管内otiCプラスミド複製系で誘発された変異の比較

二連続ssDNA→dsDNA複製系の変異頻度は、前変異を固定した複製産物の＋と－で

検出した変異頻度の平均値を示す。試験管内血CプラスミドDNA複製系の変異頻度は

第3章の実験結果を転載した。
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oTiC系で検出された一塩基フレームシフトは二連続ssDNA→dsDNA複製系に比

べてノンランではほぼ同水準であるが、ランでは全体的に付加が23倍、欠失が2．3

倍と変異頻度の上昇が観察された。二連続ssDNA→dsDNA複製系に比べてoTiC系

でランでの変異頻度の上昇に寄与しているのは、2（A：T）→1（A：T）（4．9倍）、5（A：T）

→4（A：T）（6．2倍）、6（A：T）→5（A：T）（2．5倍）、5（A：T）→6（A：T）（11倍）、6（A：T）

→7（A：T）（27倍）である。特に、6（A：T）→7（A：T）はoTiC系で最も高頻度に検出さ

れた変異で一塩基フレームシフト全体の43％、変異全体の27％を占めていた。こ

のように二連続ssDNA→dsDNA複製系に比べてoLjC系では一塩基フレームシフト

が明らかに高頻度に誘発され、少なくとも一塩基フレームシフトに関してはodC系

の方が忠実度が低かった。同じ複製酵素を用いているにも関わらずこの様な違いが

生じた原因として、1）二連続ssDNA→dsDNA複製系ではSSBに覆われた鋳型で

あるが、OLiC系ではDnaBにより一本鎖になったものが鋳型になるので鋳型として

の構造が異なる、2）oJゴC系ではリーディング鎖合成とラギング鎖合成が同時に行

われ、また、DnaBとの相互作用（kimetal．，1996）などの様々なストレスに起因し

て、プライマー伸長反応系のような単純な反応に比べて忠実度が下がったのかもし

れない。何れにしても、プライマー伸長反応系と複製フォークによる伸長反応系で

はDNApoIIIIHEに村して塩基選択の忠実度、あるいはミスペアーに対しての校正

機能による修復効率、あるいはミスペアーからの伸長反応の効率の何れか（全てか

もしれないが）に異なる影響を与えていることが示唆される。

二塩基フレームシフトはoIiC系でも3（TA）→2（TA）がホットスポットで同じ傾向

を示したが、三塩基以上の欠失は二連続ssDNA→dsDNA複製系で検出されたよう

なホットスポットは検出されず、血C系では13例中同一のものは一つの部位で2例

見つかっただけで残りは異なる部位で各1例ずつであった。このことは、二連続

ssDNA→dsDNA複製系で検出された3塩基以上の欠失のホットスポットは、予め

一本鎖にしたことによって特異的な構造が鋳型鎖上に生じたことに起因するのかも

しれない。また、0わC系では姉妹鎖にストランドスイッチングすることによって誘

発されると思われるクラスⅢ重複と配列置換が検出されたが、この様な複製フォー

クに依存して誘発される変異は二連続ssDNA→dsDNA複製系では全く検出されず

安当な結果である。

6．試験管内で誘発された複製エラーから推定される生物学的意義

0わC系で検出された変異の大部分は、リーディング鎖合成時の複製エラーを反映

していると考えられる（第三章を参照）。一方、今回の二連続ssDNA→dsDNA複

製系はちょうどラギング鎖合成に近く、ラギング鎖合成時の複製エラーを反映して

いるのかもしれない。もしそうであるならば、リーディング鎖複製の方がラギング

鎖複製よりも忠実度が低いことになる。細胞内での染色体複製時の複製エラーは、
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リーディング鎖複製の方が忠実度が低いことが示唆されている（FijalkowskaetaL，

1998）ので、細胞内でも試験管内と同じ事象が起こっているのかもしれか－。別の

見方では、二連続ssDNA→dsDNA複製系はミスマッチ修復におけるロングパッチ

修復の反応状況（Lahueetal．，1989）に似ている。DNApoIIIIHEを用いた二連続

ssDNA→dsDNA複製系で検出された複製エラーがロングパッチ修復における変異

誘発の程度を反映しているならば、複製フォークを形成した染色体複製よりもロン

グパッチ修復の方が変異率全体としてほ高い忠実度をもつ。しかし、ロングパッチ

修復が行われる鋳型の配列構成によっては、表4－6で示したような一度誘発された

ら変異として固定してしまう型の欠失が誘発されうるので、細胞内で誘発される欠

失（Schaaperetal．，1986；Schaaper＆Dunn，1991）の一部はこのようなロングパッチ修

復時の複製エラーに起因しているのかもしれない。
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第五章

二連続ssDNA→dsDNA複製系で大腸菌の校正機能欠損型

DNApoIIIIHEによりにより誘発される複製エラー
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Ⅰ．序

野生型DNApoIIIIHEにより誘発される複製エラーは、重合反応を担う触媒サブ

ユニット（αサブユニット）（Maki＆Kornberg，1985）のミスインサーションに起

因するがその大部分は校正機能により除去され、除ききらずかつ伸長反応が出来た

ものを反映している。二連続ssDNA→dsDNA複製系の特質として誘発された複製

エラーは全て検出できるのだが、野生型DNApolIIIHEを用いて検出された複製エ

ラーは、正常な塩基間に由来したというより損傷塩基に由来するものが大部分であ

ると思われた（第四章を参照）（Fujii＆Maki，投稿準備中）。

試験管内の研究よりαサブユニットのミスインサーション頻度（SloaneeraJ．，1988；

Bloometal．，1997）から考えて、二連続ssDNA→dsDNA複製系で予想される損傷塩

基に由来して誘発されると思われる変異を越えて、校正機能欠損型DNApolIⅡHE

によって誘発される複製エラーを検出できることが予想された。そこで、校正機能

を欠損させたDNApolⅡIHEにより誘発される複製エラーを検出することにより、

誘発される変異の実体及び変異の誘発に重要であると考えられる塩基配列特異性は

どのような配列なのかを解析することを試みた。また、野生型DNApolIIIHEを用

いて検出された変異との比較を行うことで、校正機能の役割と複製エラーの誘発に

関して考察する。

Il．結果

1．校正機能欠損型DNApoIIIIHEの構築

校正機能欠損型DNApoIIIII堰を調製するために、3T→5一ユキソヌクレアーゼ活

性を担うEサブユニット（Scheuermann＆EchoIs，1984）の機能ドメインに塩基置換

変異を導入したdnaQ32を構築した（Fujiietal．，投稿準備中）。このdnaQ32を過剰

発現用ベクターにクローニングしたプラスミドを大腸菌に導入し、過剰発現させた

のちDnaQ32をもつDNApolⅡⅠIiEを精製した。精製したDNApoIIIIHEを用いて

3－→5▼ユキソヌクレアーゼ活性を調べたところ、予想通り野生型DNApolⅡIHEに

比べて3－→5－エキソヌクレアーゼ活性が5．7％しか（検出された活性は、酵素標品

中に混入すると考えられる野生型DNApoIIII＊に由来していると思われる）検出さ

れなかったので（Fujiietal．，投稿準備中）、ここで精製したDNApolⅢHEを校正機

能欠損型として用いることにした。

2．変異の発生傾向
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試験管内で校正機能欠損型DNApoIIIIHEにより誘発される複製エラーを検出す

るために、二連続ssDNA→dsDNA複製系（第四章を参照）を行った。この際、鋳

型となる一本鎖環状DNAは、PFS4プラスミドDNAを試験管内で酵素学的に調製

したSS＋とSS－である。二連続ssDNA→dsDNA複製系で一回目のプライマー伸長

反応では、校正機能欠損型DNApoIIIIHEを用い、校正機能欠損型DNApolⅢHE

により誘発された複製エラー（前変異）を固定するための二回目のプライマー伸長

反応では、野生型DNApolⅡIHEを用いた。また、前変異を固定した最終標品は、

一回目のプライマー伸長反応で合成した新生鎖側のみをメチル化したヘミメチルの

状態である（材料と方法を参照）。

校正機能欠損型DNApoIIIIHEにより誘発された前変異を固定した標品の変異頻

度を測定したところ、＋の標品が1．1Ⅹ10‾3、－の標品が1．6Ⅹ10‾3で、鋳型である

SS＋（－）に比べて44～57倍、野生型DNApoIIIIHEにより誘発された前変異を固定

した標品に比べて7～11倍の変異頻度の上昇が観察された（図5－1）。校正機能欠

損型DNApolⅡIHEにより誘発された前変異を固定した標品の変異頻度の上昇がど

のような変異に起因しているのかを調べるためにSmプレート上に生えた変異体の

内、無作為に200個選び塩基配列レベルで変異の種類と生じた部位を決定した（表

5－1、図5－2、図5－3）。野生型DNApoIIIIHEで検出した結果とは異なり、校正

機能欠損型DNApoIIIIHEでは、一塩基フレームシフトが変異頻度の上昇に最も寄

与しており塩基置換がそれに続き、残りの種類の変異は少数であった。また、各ク

ラスの変異を野生型DNApoIIIIHEで検出した変異と比較したとき、一塩基フレー

ムシフトは22～45倍、塩基置換は5．7～7．3倍の変異頻度の上昇が観察され、残り

のクラスの変異は変異頻度の上昇が観察されなかった（表5－1）。

3．塩基置換

校正機能欠損型DNApolⅡIHEにより誘発された塩基置換を表5－2に示した。塩

基置換の発生傾向は、野生型DNApoIIIIHEで検出された塩基置換と比べて、ほぼ

同水準から230倍も高頻度に検出された変異の型まで変化に富んでいた。トランジ

ションは、A：T→G：CのA→G（12XlO－ツ塩基）（新生鎖側での変化として記述）

がT→C（～1．OXlOi／塩基）に比べて10倍以上誘発されやすく、村してG：C→

A：Tは恐らくG→AとC→Tが同じぐらいの変異率（4～6XlO－6／塩基：後述す

る）であると思われる。G→AとC→Tは、野生型DNApolIIIHEで複製した標品

でも高頻度に検出され、鋳型となる一本鎖環状DNA上に生じた損傷塩基に起因して

誘発されたものと示唆された（第四章を参照）。校正機能欠損型DNApolIIIHEで

検出したG→A、C→Tは、野生型DNApoIIIIHEで複製した標品よりも数倍高頻

度に検出されたが（表5－2）、この変異頻度の上昇分は以下の観察結果から正常な

塩基間による複製エラーを反映しているものと推定される。
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CCC　（1）★1

SS＋　（5．1）

SS－　（5．7）

He亡eroduplex
＋　　（8．8）

（w・ヒ・）　－　（13）

F土Ⅹed

w・ヒ・仁

＋

eXO

（31）

（31）

（220）

（330）

500　　　　　　1000　　　　　　1500

変異頻度（Ⅹ10‾6）

★1，CCCの変異頻度を1としたときの相対的増加

図5－1二連続ssDNA→dsDNA複製系で校正機能欠損型DNApolIIIHEを
用いて検出された変異頻度

校正機能欠損型DNApolIIIHEを用いて誘発された前変異を固定した標品の変異

頻度を表す。変異頻度は4回独立に形質転換実験により得られた変異頻度を平均化

したものである。CCCは細胞内で増幅したpFS4プラスミドで、SSはpFS4を試験

管内で酵素学的に一本鎖環状DNAにしたものである。Heteroduplex（ヘテロニ重鎖

標品）は、野生型DNApolIIIHEを用いて一回プライマー伸長反応を行った産物で

へミメチルの状態である。Fixed（固定した標品）は、野生型（W．t．）あるいは校正機

能欠損型DNApolIIIHE（exo‾）を用いて誘発された前変異を固定するために、野生

型DNApolIIIHEを用いて二回目のプライマー伸長反応を行った産物でへミメチル

の状態である。試験管内DNA複製産物の＋、－は一回目のプライマー伸長反応でそ

れぞれSS＋、SS－を鋳型として用いた標品である。校正機能欠損型DNApolIIIHEを

用いて誘発された前変異を固定した標晶を除く全ての標品の変異頻度は第4章の実

験結果を転載した。
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ー

【

検出された変異の数

Fixed

変異の種類　　　　　　　　＋

W．【．　　　　　　　　exo‾

変異頻度（Ⅹ10－6）

Fixed

W．t．　　　　　　　　　　exo‾

塩基置換

一塩基フレームシフト

ニ塩基フレームシフト

小さな久夫♯1

大きな欠失米2

】その他★3

ISl

変異全体

108　　103

17　　　60

16　　　17

0　　　4

58　　13

1　　　0

0　　　　3

200　　200

a4　　　70

106　12．7

3　　　0

0　　　0

7　　1

0　　　1

0　　　1

200　　200

81　　77　　　　460　　　560

13　　　45　　　　580　1000

12　　13　　　　17　　　＜8．0

＜0．75　　3．0　　　　＜5．5　　＜8．0

44　　　　9．8　　　　39　　　　8．0

0．75　　＜0．75　　　＜5．5　　　8．0

＜0．75　　2．3　　　　＜5．5　　　8．0

150　　150　　　1100　1600

★1，3－10塩基の欠失
才2，11塩基以上の欠失
米3，配列置換、二重変異

表5－1二連続ssDNA→dsDNA複製系で検出されたzpsL－に占める変異のクラス分け

野生型（W・t・）あるいは校正機能欠損型DNApolIIIHE（exo－）を用いて誘発された

前変異を固定した標品で検出したSmr変異体より、各200のSmrコロニーを無作為

に選び、生じた変異を塩基配列レベルで決定し、検出された変異を変異の各クラス

に分類した0試験管内DNA複製産物の・、－は一回目のプライマー伸長反応でそれ

ぞれSS＋、SS－を鋳型DNAとして用いた標品である。野生型DNApolIIIHEを用い

て誘発された前変異を固定した標品の結果は第4章の実験結果を華云載した。
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図5－2　校正機能欠損型DNApolIIIHEを用いて検出された塩基置換の部位

中止の開始コドンの一番目の塩基を1として数を振っている。シャイン

グルガノ配列と開始コドン、終止コドンの塩基配列には下線を引いた。こ

こで示した配列は一回目のプライマー伸長反応で合成された新生鎖を表

し、新生鎖で検出された変異をその配列の上（SS－を鋳型として検出され

た変異）か下（SS＋を鋳型として検出された変異）に示す。検出された変

異にⅩNと記されている場合、同じ変異がN個検出されたことを表す。
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変異頻度（Ⅹ10－6）
Fixed

eXO‾

変異の型　　　．　　　　　　＋

トランスバージョン

C一⇒A

G→T

A→C

T→G

A→T

T→A

G→C

C→G

トランジション

A一寸G

T→c

G→A

C　→T

17　　　　4．5　　　39　　　＜8．0

1．5　　11　　　　　5．5　　16

＜0．75　　0．75　　17　　　48

6．0　　　5．3　　　　5．5　　　8．0

0．75　　＜0．75　　17　　　72

＜0．75　　0．75　　11　　48

0．75　　＜0．75　　　5．5　　　8．0

2．3　　　＜0．75　　17　　　　8．0

3．0　　　0．75　］ほ0

0．75　　　0．75　　17

Z5　　　　37　　　　83

24　　　17　　　　　72

170

＜8．0

＆8

96

表5－2　校正機能欠損型DNApolIIIHEを用いて検出された塩基置換

各変異のタイプほ、一回目のプライマー伸長反応での新生鎖中の

変化を表す。野生型DNApolIIIHEを用いて誘発された前変異を固

定した標品の結果は第4章の実験結果を転載した。
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野生型および校正機能欠損型DNApolⅡIIiEを用いてプライマー伸長反応で複製

したヘテロニ重鎮標品をフルメチル化し、標品間で誘発された変異の内容を比較し

た（datanotshown）。両標品共にG→Aが塩基置換の主要な型で、標品間での変異

頻度の差は50％以内であり、C→Tは共にほとんど検出されなかった。また、この

ヘテロニ重鎖標品で検出されたG→Aの変異頻度は野生型DNApoIIIIHEで複製し

た前変異を固定した標品で検出されたG→Aの変異頻度（表5－2）とほぼ一致して

いる。よって、ヘテロニ重鎖標品で検出されたG→Aは校正機能によって修復を受

けないミスペアー（C：A，鋳型鎖：新生鎖）に由来しており、損傷塩基（例えば、鋳

型鎖上のCが脱アミノ化したU）に起因して誘発されたと示唆される。このことは

同時に、ヘテロニ重鎖標品と野生型DNApolⅢIHEで複製した前変異を固定した標

品で検出されたG→Aの変異頻度は、野生型および校正機能欠損型DNApoIIIIHE

で複製する際、鋳型DNA標品中に含まれている損傷塩基によって誘発されるG→

Aの変異頻度の上限を示していると推定される。C→Tに関しても同様の考え方

（第四章を参照）で、野生型DNApolⅢIHEで複製した前変異を固定した標品で検

出したC→Tの変異頻度（表5－2）が損傷塩基によって誘発される上限を示してい

ると推定される。よって、固定した標品で野生型DNApoIIIIIiEに比べて校正機能

欠損型DNApolⅢⅠ堰での数倍の変異頻度の上昇は有意な値であり、検出された半

数以上は校正機能が欠損したことにより誘発された正常な塩基間による複製エラー

を反映しているものと思われる。

一方、校正機能欠損型DNApoIIIIHEを用いて検出されたトランスバージョンの

C→A、G→T、T→Gは、野生型DNApolⅢHEで複製した前変異を固定した標

品とほぼ同水準の変異頻度であった（表5－2）。これらのミスペアーは校正機能に

より取り除かれないということを意味し、以前に報告されている結果（Brenowitzet

aノ．，1991；Bloomer正，1997）とは大きく異なるので、正常な塩基間によるミスペアー

ではなく損傷塩基に由来している可能性が高い。その場合、校正機能のあるなしに

関わらないので、αサブユニットの塩基選択のみに依存してミスペアーが形成され

かつ伸長することが示唆される。校正機能による修復をあまり受けない損傷塩基が

幾つか報告されている。その内、8－OXO－dGTPが鋳型上のAに取り込まれたとき、ポ

リメラーゼの種類にもよるが例えば大腸菌のKlenow断片では、校正機能によりあま

り修復を受けないので（Pavlovetal．，1994）、本実験系で検出されたC→AやT→

Gはそれぞれ鋳型上の8－OXO－dGとdNTPプール中の8－OXO－dGTPに起因して誘発さ

れたのかもしれない。上記以外のトランスバージョンは、A→C、A→T、T→A

がSS－を鋳型としたときによく検出され、SS＋と－を鋳型としたときの検出可能部

位はそれぞれA一十Cは共に14、A→Tは7と17、T→Aは17と7である。SS＋を

鋳型としたときA→C、A→T、T→Aの変異率は1．2、2．4、0．6XlO竜／塩基に対し

て、SS－を鋳型としたときにはそれぞれ3．4、4．2、6．9XlOヤ塩基となり、SS－を鋳型

としたときの方が変異率が高く2～10倍のバイアスが観察された。残りのG→C、

C→Gは検出可能部位が12ケ所以上あるにもかかわらず検出数が少か－ことから、
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塩基置換への寄与が少ないことが示唆される。

正常な塩基間による複製エラーに依存して誘発されたと思われる塩基置換をトラ

ンジションとトランスバージョンで分けたとき、トランジションは6．7Ⅹ10‾6／塩基で

トランスバージョンは3．1Ⅹ1的塩基となり、呼止中では2倍ぐらいトランジション

が誘発されやすいと推定される。

4．一塩基フレームシフト

校正機能欠損型DNApoIIIIHEで検出された変異の発生頻度の上昇に最も寄与し

ているのが一塩基フレームシフトであり（表5－1）、どのような変異が誘発されて

いるのかを詳細に調べたのが表5－3である。同じ塩基が連続していない（ノンラ

ン）配列上では、Cを鋳型としたとき付加よりも欠尖がよく検出され、特にSS一を

鋳型としたときに顕著であった。残りの塩基を鋳型としたときには、ほぼ同水準に

付加や欠失が観察された。ノンランでの付加や欠失（総数47例）は大半が同一部位

では1例のみ検出され（図5－3）、ホットスポットの存在によって検出されたので

はなくランダムに誘発されていた。同じ塩基が連続した（ラン）配列上では、2塩

基ランの欠失の場合、鋳型が2Cを除きほぼノンランでの欠失と同じ変異率で誘発

されていた。付加でも鋳型が2Cのときノンランに比べてよく誘発されていた。鋳

型が2Gのとき、付加は＋でノンランに比べてよく誘発されているが、一で検出され

ずノンランに比べて誘発されやすいのかは不明である。3塩基以上のランにおける

付加や欠失の傾向は、構成する塩基の種類によって大きく異なる。鋳型がGあるい

はCの場合には、3塩基ランしか存在しないのだが、明らかに3Cを鋳型としたとき

の欠尖が高頻度に誘発されている。鋳型が3Cの付加や鋳型が3Gの付加と欠失は、

鋳型が3Cの欠失に比べて一桁低い変異率で、この値は2Cを鋳型としたときの欠失

の変異率とほぼ一致している。鋳型がAあるいはTの場合では、6塩基ランまで存

在している。Aが鋳型のとき、3Aの欠失は－で＋よりも10倍以上検出されている

ことから、変異の誘発における周りの配列の影響が示唆される。また、4Aの変異率

に比べて5Aと6Aでは約5倍高頻度に誘発されている。一方付加では、Aが鋳型の

とき3～5Aがほぼ同じ変異率で6Aのみ3～5Aに比べて約7倍の変異率の上昇が

観察された。Tが鋳型のとき、欠失は3Tと4Tでほぼ同じ変異率であり5Tと6Tで

僅かに高く誘発されている。一方付加では、Tが鋳型のときランの数が増加するに

従って変異率の上昇が観察され、6Tでの変異頻度は本実験系で検出された全ての変

異の中で最も高い変異頻度であった。これらの結果から一塩基フレームシフトを誘

発する鋳型の塩基配列は、その組成によって傾向が全く異なり複数の一塩基フレー

ムシフト誘発の発生機構の存在を示唆する。

標品の＋、－を問わず検出された一塩基フレームシフトの塩基組成とランの長さの

違いが及ぼす変異率への寄与を示したのが図5－4A、Bである。付加はどの塩基も
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変異率畔10－7／ba5e）

配列真1

ー1フレームシフト　　　　＋1フレームシフト

＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋

2塩基のラン

2A

2T

2G

2C

3塩基以上のラン

3A

3T

4A

4T

5A

5T

6A

6T

3G

3C

ノンラン

A

T

G

C

5．0

＜1．8

11

3．Z

18

＜3．7

28

150

140

150

＜18

3．8

0．58

1．7

2．Z

8．0

＜3．6

24

18

32

40

40

110

67

190

27

2．5

1．8

7．1

5．5

＜2．5

3．7

4．3

5．0

＜9．2

15

14

11

92

1＆

18

1．3

1．2

＜0．54

＜0．54

＜2．7

＜3．6

2．4

＜2．0

11

＜13

20

140

400

＜27

13

0．糾

3．6

＜0．78

Z．4

＊1，一回目のプライマー伸長反応の新生鎖側の配列

表5－3　校正機能欠損型DNApolIIIHEを用いて検出された一塩基フレームシフト

一は検出できない変異を表す。各変異のタイプは、一回目のプライマー伸長

反応での新生鎖中の変化を表す。
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図5－3　校正検能欠損型DNApolIIIHEを用いて検出された一塩基フレームシフトの部位

△は－1の欠失、∨（∧）は＋1の付加が検出された部位を表す。但し、同じ塩基

が並んだ（ラン）配列中で検出された変異は、生じた部位の特定ができないので便

宜的にラン配列の内、開始コドンに近い側に記載した。
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図5－4　校正機能欠損型DNApolIIIHEを用いて検出された一塩基フレームシフトのラン配列の影響

各変異のタイプは、一回目のプライマー伸長反応での新生鎖中の変化を表す。

図のAとCは付加を、BとDは欠失を表す。詳細は本文を参照。
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2塩基を境として3塩基で数倍変異率の上昇が観察された。鋳型がAのときは更に

5塩基まで3塩基とほぼ同じ変異率で6塩基になると一気に変異率が上昇した。鋳

型がTのときは鋳型がAのときと大きく異なりランの数が増えるに従い顕著な変異

率の上昇が見られた。欠失は付加のパターンとは大きく異なり、鋳型がCと5塩基

までの鋳型がA、Tの欠失のパターンがよく似ていて、鋳型がA、Tのとき6塩基に

なると変異率の上昇が観察されず頭打ちになっている。鋳型がGのときは鋳型がC

のときのパターンとは全く異なり、ランの数に村しての変異率の上昇は鋳型がA、T

のときと似ている。また、付加における鋳型がA：Tのランのとき、ランの長さに応

じて鋳型がTのときにバイアスがかかるが、鋳型がG：Cのランの欠失でも鋳型がC

のときにバイアスがかかり、このような極端なバイアスが係るときには鋳型がビリ

ミジンであるという共通項があった。

5．二塩基フレームシフトと欠失

校正機能欠損型DNApoIIIIHEで検出された二塩基フレームシフトと欠失は、＋

で10例、－で1例と検出数は少ないのだが、興味深いことに野生型DNApolIIIHE

で検出された変異頻度（第四章を参照）とほぼ一致していた（表5－1）。＋で10例

中、3例が野生型DNApolⅡⅠⅠ韮の＋で高頻度に検出した895塩基の欠失で、3例が

3（TA）→2（TA）で、残りの4例は全て異なる型で内2例が野生型でも検出された欠

失であった。－で検出された1例は、野生型で検出していない欠失であった（data

notshown）。

ⅠⅡ．考察

1．検出した変異は正常な塩基間で誘発された複製エラーを反映している

二連続ssDNA→dsDNA複製系で野生型DNApoIIIIHEを用いて検出された塩基

置換と一塩基フレームシフトの大部分は、損傷塩基に起因して誘発された変異であ

ると示唆された（第四章を参照）。一方、今回校正機能欠損型DNApoIIIIIiEによ

り誘発された塩基置換と一塩基フレームシフトの大部分は、以下に示す観察結果か

ら正常な塩基間で誘発された複製エラーを反映していることが示唆される。

校正機能欠損型DNApoIIIIHEで検出された変異が損傷塩基に起因するのではな

い正常な塩基間で誘発された複製エラーを反映していれば、フルメチル化したヘテ

ロニ重鎖の状態で10％前後の検出効率を示すはずである（第四章を参照）。そこ

で、校正機能欠損型DNApoIIIIHEで複製したヘテロニ重鎖標品をフルメチルの状

態にし変異頻度を測定したところ、SS＋、－のどちらの鎖を鋳型にしてもほぼ同じ
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300～310Ⅹ10－6であった。＋、一両標品からSmr変異体を各々200個無作為に選び、

生じた変異を塩基配列レベルで決定した（datanotshown）。損傷塩基に由来すると

思われるG→A、C→Aは予想通り高頻度に検出され、これらの変異を除いた変異

頻度は＋、－それぞれ210Ⅹ10‾6と240Ⅹ10‾6となり、固定した標品に比べてそれぞ

れ19％と15％の検出効率を示す。また、固定した標品で検出数が多く複製エラー

の変異頻度の実体を反映していると思われる変異の型をヘテロニ重鎮標品と比べた

ところ（表5－4）、ヘテロニ重鎖標品の検出効率が何れも20％をきり、正常な塩基

間で誘発された複製エラーを反映していることが示唆された。

遺伝学的な研究では、ミスマッチ修復系と校正機能の活性を欠損もしくは低下し

た二重変異殊で検出される変異は、αサブユニットの塩基選択の忠実度を反映して

いると考えられている（Schaaper，1993）。そこで、mutS－dnaQ49二重変異株でpFS4

と同じzpsLを標的遺伝子としたpMOL21プラスミド上で検出された変異（Aokiet

aJ．，未発表データー）と本実験系で検出された変異との発生傾向の比較を行った。

muば一血∂¢≠夕二重変異株では、塩基置換と一塩基フレームシフトのみが検出され、

一塩基フレームシフトは塩基置換に比べて6．5倍高頻度に検出された。J刀扉5‾血∂¢4タ

ニ重変異株で検出された塩基置換は検出数が少なく大まかな傾向なのだが、トラン

ジションのみが検出されA：T→G：CとG：C→A：Tは2．8：1の割合であり、本実験系

から推定される正常な塩基間に起因したA：T→G：CとG：C→A：Tは1．5：1の割合で

よく似た傾向を示している。J刀Uば‾血a¢≠夕二重変異株で検出された一塩基フレーム

シフトは、同じ型の部位における付加と欠実の割合が本実験系で検出されたパター

ン（表5－3）とよく似ていた。幾つかの例を挙げると、mUr5‾血a¢≠夕二重変異株で

2G／2C、3G／3C、6A／6T配列中での付加と欠失の割合はそれぞれ1：4、1：＞10、3：1

であった。この結果からも二連続ssDNA→dsDNA複製系で校正機能欠損型DNA

polIⅢHEを用いて検出された変異は、正常な塩基に起因した複製エラーを反映した

ものであることが示唆される。

2．校正機能欠損型DNApolⅡIHEにより誘発される複製エラーの変異率

二連続ssDNA→dsDNA複製系で正常な塩基間で校正機能欠損型DNApoIIIIHE

により誘発される複製エラーの変異率は、塩基置換が2．2～2．8Ⅹ10‾6／塩基／複製、

一塩基フレームシフトが1．7～2．9Ⅹ10‾6／塩基／複製であると推定される。二連続

ssDNA→dsDNA複製系で正常な塩基間で野生型DNApoIIIIHEにより誘発される

複製エラーの変異率は、塩基置換が～5Ⅹ10‾8／塩基／複製、一塩基フレームシフト

が～1Ⅹ10‾8／塩基／複製であると推定された（第四章を参照）。よって、野生型

DNApoIIIIHEの忠実度への校正機能による寄与は、塩基置換が44倍以上、一塩基

フレームシフトが170倍以上であると推定される。本実験系で推定された校正機能

欠損型DNApoIIIIHEにより誘発される複製エラーの変異率および校正機能の忠実
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変異頻度（Ⅹ10－6）

Fixed　　　　＝eterodtlPle玉来1

変異の種類　　＋　　　　　　　＋

A→G　　180　　170　　　4．8　　　6．0

蒜蒜箸
1exの
（●％）

＋

2．7　　　　3．5

3．4　　　18

7．9

1．9

7．3

5．4

4．0

7．5

2．7

3G→2G　　　88

5A→4A

5T→4T　　　　77

6A→5A

6T→5T　　　　83

5A→6A

6A→7A

6T→アr　　　55

56　　　3．0　　　10

56

40

7Z

240

1．5

4．5

1．5

4．4

2．9

2．9

18

＊1，このヘテロニ重鎮標晶はフルメチル化している。

表5－4　二連続ssDNA→dsDNA複製系で校正機能欠損型DNApolIIIHEを
用いたヘテロニ重鎖標品の検出効率

ヘテロニ重鎖の検出効率は、校正機能欠損型DNApolIIIHEを用いて検出された

ヘテロニ重鎖標品の各変異のタイプを前変異を固定した標品での各変異のタイプで

割った値である。各変異のタイプは、一回目のプライマー伸長反応での新生鎖での

変化を表す。
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度への寄与の程度は、大腸菌の遺伝学的な研究から推定されている値とよく一致し

ている（Schaaper，1993；Phametal．，1998）。

試験管内で大腸菌の校正機能欠損型DNApoIIIIHE（MutD5HE）により誘発され

る複製エラーの研究が最近Pham等（1998）により報告された。彼らの実験系はね♂

を標的遺伝子とした前進突然変異検出系（ギャップフィリング）で、実験系自体の

制約として検出できる変異は、主に塩基置換と－1フレームシフトである（Schaaper

＆Dunn，1987）。彼らの実験結果は、塩基置換が2～10Ⅹ10‾6／塩基／複製、－1フレ

ームシフトが9～22XlO－6／塩基／複製であると推定しているが、二連続ssDNA→

dsDNA複製系で今回推定した塩基置換（2．2～2．8XlO．6／塩基／複製）と－1フレー

ムシフト（1．2～1．7Ⅹ10‾6／塩基／複製）の変異率と比べて、塩基置換が～5倍ぐら

い高く、－1フレームシフトが5～18倍ぐらい高い変異率である。このような変異率

が異なる原因として、標的遺伝子と校正機能欠損型DNApolIⅡⅠ堰が異なること以

外に、反応条件の違いに起因してPham等の方が高い変異率になったのかもしれな

い。試験管内DNA合成反応を行う際、本実験系に比べてPham等の反応条件では、

鋳型DNAに含まれる一塩基当たりに使用するポリメラーゼの量（ユニット）が約

100倍多く、反応時間も6倍長い。校正機能欠損型DNApoIIIIHEで検出される複

製エラーは、誤った塩基の取り込みとそのミスマッチ末端からの伸長反応の効率に

依存する。誤った塩基の取り込みの率はDNApolIIIHEのaサブユニットに依存し

ているので、我々とPham等の実験で同じ率で誤った塩基の取り込みが起こってい

ると思われる。しかし、Pham等の反応条件の方が、誤った塩基の取り込みにより形

成されたミスマッチ末端からの伸長反応を行える機会は、本実験系の反応条件と比

べてはるかに多いと思われる。その為に、彼らがMutD5HEで検出した複製エラー

の変異率は、本実験系と比べて高くなったのかもしれない。

3∴　ミスマッチ末端からの伸長反応の効率が変異誘発の重要な要素である

校正機能欠損型DNApolⅡⅠⅠ堰で検出された複製エラーは、αサブユニットによ

る塩基選択の忠実度とミスペアーからの伸長反応の程度を反映しており、興味深い

特徴が観察された。表5－2で示したように塩基置換で最も変異頻度の上昇に寄与し

ているのは、A一→Gであった。鋳型であるSS＋とSS－を用いたときA→Gの検出

可能部位がそれぞれ14と15ケ所あり、その内それぞれ8と6ケ所で検出された

（図5－2）。変異率で考えた場合、一塩基あたり11～13Ⅹ10‾6となり、Sloane等

（1988）のαサブユニットを用いた実験で鋳型のTに対してのdGTPの取り込みが

2．2Ⅹ10→であるので約1／18の値となる。一方、A→Gとちょうど相補的な関係に当

たるT→Cは、鋳型であるSS＋とSS－を用いたとき検出可能部位がそれぞれ15と

14ケ所あり、一塩基あたり～1．0Ⅹ10‾6の変異率となり、Sloane等（1988）のαサ

ブユニットを用いた実験で鋳型のAに対してのdCTPの取り込みが7．7XlO4である
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ので約1〝70の値となる。Bloom等（1997）の実験より、αサブユニットとαホロ

酵素のミスインサーション頻度にはほとんど差が観察されないことから、今回用い

た校正機能欠損型DNApoIIIIHEがA：dCMPミスペアーのCから伸長反応すること

は、結果として同じ変異（A：T→G：C）を誘発することになるT：dGMPミスペアー

のGから伸長反応することに比べて計算上約1／150しか伸長反応していないことに

なる。トランジションはWobbleペアーを組むことによって誤った塩基が取り込まれ

誘発されると考えられているが（EchoIs＆Goodman，1991）、今回の結果はαサブユ

ニットによる塩基選択以上にミスマッチ末端からの伸長反応の効率が変異誘発に重

要な要素であることが示唆される。

4．一塩基フレームシフトの発生要因

校正機能欠損型DNApoIIIIHEで検出された一塩基フレームシフトは、基本的に

は同じ塩基が並んだ数が多いほど欠失も付加も変異率の上昇が観察されたのだが、

塩基の組成によってその上昇の程度は大きく異なっていた。ランの長さに伴う変異

率の上昇はT7DNAポリメラーゼ（校正機能欠損型）でも観察されているのだが、

プロセッシビティー因子であるチオレドキシンと複合体を形成しているかいないか

でフレームシフトの発生傾向が大きく異なり、プロセッシビティーの高い染色体の

複製に関わる複製酵素とプロセッシビティーの低いポリメラーゼでは、一塩基フレ

ームシフトの発生機構が異なることが示唆されている（Kunkeler∂い994）。ラン

の長さに伴う変異率の上昇はランの長さだけではなく周辺の配列にも影響されるこ

とがHIV－1逆転写酵素を用いた研究で知られており（Bebeneketal．，1993）、大腸菌

の野生型DNApoIIIIHEでも同様な知見が得られている（Sekietal．，1999）。しか

し、T7DNAポリメラーゼ、T4DNAポリメラーゼ、PfuDNAポリメラーゼを用いて

鋳型がTのランの長さを変化させたとき、周辺配列を極力等しくしてもランの長さ

に伴う変異率の上昇が観察されたことから、ランの長さと変異率の上昇には密接な

関係があることが示唆されている（炬outileraJ．，1996）。

一塩基フレームシフトの発生要因として、1）新生鎖あるいは鋳型鎖がループア

ウトする（StreisingeretaL1966）、2）誤った塩基の取り込み（Kunkel＆Soni，

1988）、3）新生鎖が別の部位にミスアライメントする（Moetal．，1991；Roscheet

∂い998）、4）∈サブユニットによる新生鎖末端のメルティング（FujiiefaJ．，

1999）のどれかが引き金となり一塩基フレームシフトが誘発されると考えられてい

る。ランの長さに伴う変異率の上昇の要因として、3）のようなストランドスイッ

チングによるコピー選択では、ランを含む周辺領域の欠失が高頻度に検出されるこ

とカさ期待される0　しかし、そのような変異は検出されていか－ので、3）は発生要

因ではないと思われる。また、2）のミスインサーションミスアライメントは、校

正機能を欠損させたプロセッシビティーの低いポリメラーゼで観察された知見を元
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にして提唱されたモデルである。2）では、新生鎖のミスマッチ末端から効率よく

伸長反応できないときにポリメラーゼがDNA上から解離し、偶発的に新生鎖のミス

マッチ末端が鋳型の前後一塩基の相補的な配列と対合して一塩基フレームシフトが

誘発されると考えられている。もしそうであるならば、校正機能欠損型DNApoIIII

HEで検出された塩基置換のT→CはA→Gに比べて非常に低い変異頻度（表5－

2）であり、恐らくはA：dCMPのミスマッチ末端から効率よく伸長反応できないと思

われるので、ノンランで新生鎖上のTの欠失（鋳型が3一一AG）やCの付加（鋳型が

3－－GA）が高頻度に誘発されると予想されるが結果は異なっていた（図5－3、表5－

3）。また、校正機能はミスマッチ末端を効率よく修復することから、校正機能が存

在する野生型DNApolIIIHEの場合では、ミスインサーションミスアライメントが

一塩基フレームシフトの主要な発生機構とは考えにくい（Fujiietal．，1999；Sekietal．，

1999）。しかし、野生型DNApolⅢIHEを用いたodC系で検出された一塩基フレー

ムシフトのランの長さに伴う変異率の上昇のパターンは（第三章を参照）、校正機

能欠損型DNApoIIIIHEを用いた二連続ssDNA→dsDNA複製系のパターンとよく

似ており、同じ発生要因に起因していると推定される。よって、二連続ssDNA→

dsDkA複製系で校正機能欠損型DNApoIIIIHEを用いて検出された一塩基フレーム

シフトのうち、ランの長さに伴い変異率が上昇したものに関しては、ミスインサー

ションミスアライメントを介して誘発されたのではなく、異なる発生機構に起因し

ていると思われた。

一塩基フレームシフトが生じる際にスリッページに起因したと仮定して想定され

うる中間体当たりの変異率（Kunkel，1990）を示したのが図5－4C、Dである。付加

のパターンは図5－4Aとほとんど変わらないが、欠失は鋳型がTのとき3塩基から

6塩基のランで変異率がほぼ同水準になり、鋳型がAのときも3塩基から6塩基の

ランで変異率の上昇がある程度抑制されている。また、6A→7Aと3G→2Gの中間

体当たりの変異率は同じであり、ランの長さに応じた鋳型がTの付加と鋳型がCの

欠失の発生傾向が似ていることから同じ機構で誘発されているのかもしれない。

スリッページが誘発される発生機構として、仮にαサブユニットの活性中心内で

鋳型がビリミジンのランでは、ベント構造（Dlakic＆Harrington，1995）をとること

で一塩基分ループアウトした中間体が安定になるとしたら、鋳型がTとCではベン

ト甲方向性が逆のために鋳型がTでは新生鎖側（付加）が、鋳型がCでは鋳型鎖側
（欠失）のループアウトが誘発されやすいのかもしれない。その場合、鋳型がCの

付加は誘発されにくいのに比べて鋳型がTの欠失はよく誘発されている（図5－4）

ので、鋳型がTよりもCの方がより強固なべントを形成していると思われる。ま

た、鋳型がプリンのランでは、ベント構造をとりにくいために鋳型がビリミジンの

ランとは異なる発生傾向を示したのかもしれない。あるいは、今回校正機能欠損型

として用いたDNApoIIIIHEは3一→5’ユキソヌクレアーゼの活性ドメインに変異を

導入したため、新生鎖をポリメラーゼの活性中心からユキソヌクレアーゼの活性中

心へ転移する活性がなくなったスイッチング変異体（Stockietal．，1995）とは異なり
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転移活性はあると思われることから、一塩基フレームシフトはメルティングミスア

ライメント（Fujiietal．，1999）によって誘発されているのかもしれない。野生型

DNApolⅡIHEは正しいヌクレオチドを取り込んでも6％は校正機能により取り除

かれると推定されている（EchoIsetal．，1983）ので、校正機能欠損型DNApolIIIIiE

でも正しいヌクレオチドを取り込んだ新生鎖末端をポリメラーゼの活性中心からユ

キソヌクレアーゼの活性中心へ野生型DNApoIIIIHEと同様に転移していると考え

られる。その場合、校正機能欠損型DNApoIIIIHEで変異率が大幅に増大するの

は、末端部の塩基を除去できないために野生型DNApolIIIHEに比べて同じ部位で

何度もメルティングが起こりミスアライメントをより誘発する、もしくは野生型

DNApoIIIIHEでは一塩基分除去した後、新生鎖を鋳型鎖に戻すが校正機能欠損型

DN今POlIIIHEでは本来よりも一塩基分余計なためミスアライメントがより誘発さ
れるのかもしれない。また、ランの長さに伴う変異率の上昇はミスアライメントの

し易さや一塩基分ループアウトした変異中間体の安定性等の要素が働く結果であろ

う。

今回の結果から、ランにおける一塩基フレームシフトを誘発する塩基配列特異性

の特徴として以下の2点が挙げられる。1）中間体の数に依存するタイプで、これ

は複製酵素自体が偶発的に誘発する複製エラーを反映している。2）変異を誘発し

うる中間体の数に依存せずランの長さに応じて変異率の上昇が観察されるタイプ

で、これは複製酵素自体が偶発的に誘発する複製エラーというより鋳型鎖側が変異

を特異的に誘発する。但し上記2点は独立に作用するのではなく、先ず1）の状態

がありランの長さやランを形成する塩基の種類に依存して2）が上乗せされると思

われるが、傾向として鋳型がプリンのきは1）がビリミジンのときは2）の特性が

強くでていると思われる。また、1）ではランの長さやランを形成する塩基の種類

によらず鋳型鎖側がループアウトする欠失が、新生鎖側がループアウトする付加よ

りも誘発されやすいのに対して、2）ではランの長さやランを形成する塩基の種類

に依存して付加や欠失の誘発のされ易さが異なると思われる。

5．2塩基以上の欠失の誘発は校正機能で抑制されない

表5－1で示すように、塩基置換と一塩基フレームシフトの発生頻度は、校正機能

が欠損することによって大幅な頻度の上昇が観察された。一方、2塩基以上の欠失

の頻度の上昇は、校正機能が欠損していても観察されなかった。この結果から、2

塩基以上の欠失の発生機構と塩基置換や一塩基フレームシフトの発生機構は、異な

ることが示唆される。また、このことは、αサブユニットの重合反応を担う活性部

位では、構造的に2塩基以上のループアウトを許容できないということを意味して

いるのかもしれない。

野生型および校正機能欠損型DNApoIIIIHEで誘発される2塩基以上の欠失の大
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部分は、繰り返し配列を介して誘発されたものと考えられる（第四章を参照）の

で、同一鎖上の異なる部位へ新生鎖の末端が跳んだ結果であろう。複製反応中に欠

失が誘発される発生機構として、1）誤った塩基を取り込んで、伸長反応が効率よ

く行えないために新生鎖の3－末端部が別の相補的な部位にストランドスイッチング

する、2）新生鎖の3－末端部が偶発的にもしくはDNApolIⅢHEを介して別の相補

的な部位にストランドスイッチングする、が考えられる。前変異を固定した標品で

は2塩基以上の欠失の変異頻度は野生型と校正機能欠損型DNApolIIII堰でほぼ同

じであった（表5－1）。この結果はこれらの変異が誘発される際、校正機能による

変異誘発の抑制が行われていないことを示している。つまり、αサブユニットの忠

実度に依存して誘発され、一度誘発したら新生鎖の3－末端部から伸長反応が問題な

く行えた結果であると思われる。よって、これらの変異の誘発は、1）の誤った塩

基の取り込みが引き金で生じたものではないことが示唆され、主には2）の状況が

生じて誘発されたものと推定される。その際、野生型DNApolIIIHEでは2塩基以

上の欠失の強力なホットスポットが観察されたので（第四章を参照）、鋳型鎖の配

列によっては配列特異的にストランドスイッチングを容易に引き起こしうることが

示唆される。
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第六章

総論と展望
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複製エラーに起因した自然突然変異の発生を理解する上で、複製酵素により誘発

される複製エラーの実体を解明することは非常に重要な問題である。遺伝学的手法

を用いて複製エラーの実体を解明しようとする場合、検出された変異と複製酵素に

より誘発された複製エラーとの因果関係が間接的なものでありかつ定性的なため、

複製エラーの実体を理解することが非常に困難である。そこで、生化学的手法を用

いることによって、検出された変異と複製エラーとの因果関係を直接的なものとし

かつ定量的にすることで、複製エラーの実体の解明を目指した。OdC系を用いるこ

とによって、試験管内で複製酵素によって誘発された複製エラーを検出できた。し

かし、ここで検出された複製エラーが正常な塩基間に由来したものであるのかどう

かを判断するとき、鋳型のバックグラウンド変異とミューテ一夕一変異株からの遺

伝学的なデーターとの比較によって推定するため、その判断は間接的であった。一

方、二連続ssDNA→dsDNA複製系で検出した複製エラーは、前変異を固定する前

の標品との比較により、直接的に検出された複製エラーが正常な塩基間に由来した

ものであるのかどうかを判断することが可能になった。二連続ssDNA→dsDNA複

製系から、校正機能が欠損したときに誘発される点突然変異（塩基置換、一塩基フ

レームシフト）では、変異の型によって高頻度に誘発される変異とあまり誘発され

ない変異とで大きな変異率の差が観察された。しかし、野生型DNApolIIIHEとの

比較から、それらの変異が正常な塩基間に由来している限り、変異の型を問わず一

様Ⅰ；効率よく校正機能によって修復され、正常な塩基間に由来した点突然変異の変

異率は、～10‾8／塩基／複製と推定された。大腸菌内では複製後修復系による正常な

塩基聞からなる前変異の修復効率は99．6％以上であると思われるので、結果として

最終的に残る複製エラーに起因した自然突然変異率は、～10‾‖／塩基／複製と推定さ

れる。この値は、遺伝学的に推定されている値に比べて（Drake，1991；Schaaper，

1993）若干あるいは一桁低い値である。また、二連続ssDNA→dsDNA複製系で

は、損傷塩基（自然DNA損傷）に由来したと思われる点突然変異が多数検出され、

これらの損傷塩基に由来した前変異は校正機能や複製後修復系による修復を容易に

免れるように思われた。よって、複製エラーに起因した自然突然変異の発生には、

正常な塩基間に由来した複製エラーはほとんど寄与しておらず、損傷塩基に由来し

た複製エラーが主要な原因なのかもしれない。その場合、複製反応前にDNA中や

dNTPプール中から如何に損傷塩基を取り除くかが、変異の発生を抑制するための重

要な問題となる。あるいは、最近、大腸菌のDinBとUmuCがDNAポリメラーゼで

あることがわかり（Wagneretal．，1999；Tangetal．，1999）、特にDinBを細胞内で過

剰発現させると自然突然変異頻度の上昇が観察されることから（KimeraJ．，1997）、

複製エラーに起因した自然突然変異の発生には、DNApoIIIIHE以外のDNAポリメ

ラーゼが寄与しているのかもしれない。

01iC系と二連続ssDNA→dsDNA複製系との比較から複製様式の違いがDNApol

ⅢHEの忠実度に影響を及ぼすことが示唆された。遺伝学的な研究から、大腸菌の

複製開始点であるodCから複製が開始した後、そのまま安定に複製が進行していく
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わけではなく、何度か複製フォークの再生がPriAを介して起こっていると示唆され

ている（Kogoma，1997；Liuetal．，1999）。PriAを介した複製フォークの再形成で

は、OtiCで形成される複製フォークと異なりPriAを含めた複数のタンパク質が複製

フォークを形成していると思われる（Ng＆Marians，1996；Liuetal．，1999）。よっ

て、＝このようなPriA等を含んだ複製フォークでは、DNApolIIII堰の忠実度に影響

を及ぼしているのかを知ることは、複製エラーに起因した自然突然変異の発生を理

解する上で重要なことであると思われる。

oLiC系と二連続ssDNA→dsDNA複製系との比較から、リーディング鎖複製の方

がラギング鎖複製よりも忠実度が低いかもしれないと思われた。そこで、直接的に

この間題を検証する方法として、ローリングサークル型複製系と二連続ssDNA→

dsDNA複製系とを組み合わせればよいと思われる。OIIC系と異なり、試験管内で一

本鎖の突出末端をもたせたOCDNAを鋳型DNAとして、その一本鎖上に直接DnaB

をローディングさせることで複製フォークを再構成できることが報告されている

（Yuzhakovetal．，1996）。そこで、試験管内でpFS4プラスミドDNA上に一本鎖の

突出末端をもたせ、これを鋳型DNAとして鋳型鎖の特定ができるローリングサーク

ル型複製を行わせる。次に、OdC系と同様にユニークな制限酵素で単位長にし、リ

ガーゼにより自己環状化させる。この自己環状化させた複製産物の二本鎖は、それ

ぞれリーディング鎖複製とラギング鎖複製に由来した新生鎖なので、二連続ssDNA

→dsDNA複製系で用いた方法と同様にリーディング鎖複製とラギング鎖複製に由来

した新生鎖を試験管内で調製した後、それらを鋳型としてプライマー伸長反応を行

うことで変異として固定する。そして、これらの標品で検出される複製エラーを相

互に比較することで、リーディング鎖複製とラギング鎖複製には忠実度に差がある

のか、また誘発される変異に特異性があるのか等を解析できることが期待される。
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