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研究成果の概要： 
 アミノビフェニル(ABP)に由来する DNA 付加体を部位特異的に 1 箇所もつプラスミド
を作製し、ヒト細胞内で複製させた。複製プラスミドを解析し、損傷乗り越え DNA 合成
(TLS)の頻度と突然変異パターンを明らかにした。その結果、付加体周辺の塩基配列が TLS
頻度と変異誘率に影響を与えることがわかった。また ABP 付加体を TLS する際に働くポ
リメラーゼの種類も配列によって異なることが分かった。 
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１．研究開始当初の背景 
 ディーゼル排ガスが主たる発生源である
都市大気浮遊粒子中には幾多の変異原性・発
がん性をもつ多環芳香族が存在し、その多く
が代謝活性化をうけ DNA 付加体を形成し、突
然変異誘発や発がんに関わると考えられて
いる。また現在増加しつつある肺がんの原因
として大気浮遊粒子の寄与は大きいと考え
られている。 
 環境中に存在するこれら人工化学物質の
突然変異誘発リスク評価のために申請者は、
究極的にはあらゆる化合物に対し統一され

た、例えば放射線防護で用いられているシー
ベルト[Sv]に相当する単位を算出すること
が望ましいと考える。各化合物のリスクを相
対化し定量的に扱えて初めて包括的かつ合
理的なリスク管理が可能となる。しかし放射
線と異なり多種多様な化学物質の作用は一
様ではないため、このような「等価線量」の
導入は困難である。 
 結局現時点では、化学物質ごとに生体内外
での分子反応から個体・集団への影響までの
各レベルで定量的な解析をし知見を統合す
る必要があると申請者は考えた。 



 
２．研究の目的 
 そこで申請者は汚染物質の突然変異リス
ク評価の立場から、実際に環境中に存在する
汚染物質が原因の DNA 付加体を用いて、それ
ら付加体が変異を誘発する過程を、ヒト細胞
を用いて定量的に比較解析する必要がある
と考えた。本課題では、重要な工業原料であ
りタバコ煙中にも含まれるアミノビフェニ
ル(ABP)に由来する DNA 付加体(dG-ABP)、デ
ィーゼル排ガスに含まれる変異原物質 3-
ニトロベンズアントロン(NBA)に由来する
付加体(dG-N2-C2-ABA)を対象にした。これ
ら DNA 付加体を部位特異的に 1箇所もつプラ
スミドをそれぞれ作製し、ヒト細胞内で複製
させた。複製プラスミドを解析し、TLS の頻
度と突然変異パターンを明らかにした。そし
て、ある DNA 付加体が DNA 中に 1分子存在す
るときの突然変異誘発率(塩基変化率)を算
出し、汚染物質ごとに比較を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 DNA 付加体を 1つ含む 13mer オリゴヌクレ
オチドを、15mer のギャップをもつシャトル
ベクタープラスミドにハイブリダイズ/ライ
ゲーションする。用いるプラスミドは LacZ'
遺伝子中 1箇所に付加体、その反対側に DNA
鎖マーカーとして 2 塩基のふくらみをもつ。
またこのプラスミドは大腸菌 ori と、SV40T
抗原配列と SV40 の ori をもつ。作製したプ
ラスミドをヒト培養細胞(NER 欠損色素性乾
皮症患者由来)にそれぞれ導入し複製させる。
細胞からプラスミドを回収し、複製しなかっ
たプラスミドをメチル化パターンの違いを
利用し制限酵素 DpnI で消化して除き、複製
したプラスミドを大腸菌(DH5α等β-Gal カ
ラーセレクション可能な株)に導入してコロ
ニーの青白で DNA 付加体部位の TLS を解析す
る。プラスミドは、娘プラスミドにおいて付
加体箇所で TLS が起こっていると LacZ'遺伝
子の読み枠が正しく青、フレームシフト型
TLS の場合は読み枠がずれ白、反対側の鎖が
複製されていると(Damage Avoidance: DA)白
いコロニーを生じ、DA プラスミドは制限酵素
Bgl II サイトをもつよう設計されている。こ
れら表現形の違いを利用し TLSの割合を算出
する。更に TLS プラスミドの塩基配列を決定
し、TLS に際しどの塩基が対合したかを解明
する。 
 
 
４．研究成果 
 dG-ABP 付加体を、実際の膀胱癌で見つかる
p53 遺伝子変異ホットスポットに似せた配列
に組み込んだ。つまり、p53 配列を模した
13merオリゴヌクレオチドにdG-ABPを付加し

た。これをプラスミドに組込み部位特異的修
飾プラスミドを得た。次いでこれをヒト培養
細胞で複製したところ、変異ホットスポット
(codon 248)に組み込んだ ABP 付加体はホッ
トスポットではない配列(codon 249)のもの
に比べ、有意に高い突然変異率を示した。ま
た、TLS 率は codon 248 の方が低かった。付
加する場所が変異誘発に影響を与えること
が分かった。次に、TLS ポリメラーゼの一つ
である polH を過剰発現した細胞で同様の複
製実験を行った。その結果、codon 248 にお
ける TLS 率は、野性株に比べ低くなり、変異
率は上昇した。Codon 249 では TLS 率、変異
率とも野性株からの変化は無かった。これら
の事から、codon 248 と 249 上の付加体は異
なるポリメラーゼにより TLS されており、
polH は codon 248 上の ABP 付加体を誤りがち
に TLS することが示唆された。 
 現在 dG-N2-C2-ABA を対象に同様の実験
を実施中である。 
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