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研究成果の概要（和文）：　研究期間を通じていろいろ試行錯誤した結果、Ozを含む6merと13mer、11merと相補鎖30me
rを混合した状態でライゲーションを行い、目的の30merを合成することに成功した。このOz連続配列を含む30merオリ
ゴマーを用いて、DNAポリメラーゼαやβ、クレノーフラグメントでプライマー伸長解析を行い、さらに乗り越え修復
と関連するDNAポリメラーゼζ、η、κ、REV1でプライマー伸長解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In this research, the 6mer oligomer containing Oz was ligated with 13mer and 
11mer oligomers and the complimentary 30mer oligomer, and then the 30mer oligomer containing OzOz was 
prepared. Using DNA polymerase alpha, beta, zeta, eta, kappa, Klenow fragment or REV1, primer elongation 
was performed.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 DNAは生物の遺伝情報を担う分子であり、
細胞が正常にその機能を果たすためには
DNA が正確に複製され、また安定に保存さ
れることが必要になる。しかし実際には、
我々が日常的に浴びる太陽光や活性酸素、代
謝産物によって DNA は容易に損傷する。例
えば、放射線の照射により、特定の DNA 部
位に二重鎖切断や塩基損傷を複数もつクラ
スター損傷を生成することが明らかとなっ
ている[Nikjooら. Int J Radiat Biol 1997, 71, 
467; Radiat Res 2001, 156, 577]。また、UVC
や UVB の照射では、チミンダイマーが生成
する。二重鎖切断やチミンダイマーは、元の
DNA に比べて大きく構造を変化させるもの
であり、DNA・RNA ポリメラーゼの滑走の
ひっかかりの原因と成りえるので、複製や転
写が止まりやすくなる。この結果、細胞分裂
が止まったり、生存に必要な蛋白質を正常に
作れなくなったりするわけであり、高エネル
ギー光である放射線や UVC、UVBにより生
成する DNA 損傷は、生死を左右するような
重篤なものと言えるだろう。 
 一方、低エネルギー光である UVA や可視
光の照射や、代謝により生成する活性酸素と
の反応により、グアニンの酸化損傷が生成す
る。グアニン酸化損傷はグアニン１塩基の変
化であり、環境変異原物質による付加体でな
い限り、DNA の構造を大きく変えるもので
はない。そのため、ポリメラーゼがひっかか
らず、一見全長の蛋白質が合成されたり、遺
伝子も全長複製される。しかしながら、DNA
塩基は酸化を受ける前と後で、塩基対をつく
る相手が同じでない場合、１塩基の変化（点
突然変異）をひきおこす。しかし、この１塩
基の変化程度では蛋白質の活性をあまり変
えないことが多いので、そのまま細胞は生存
し続ける。ところが、そのような点突然変異
ががん遺伝子やがん抑制遺伝子において、何
回か独立に起こり、最終的に元の制御蛋白質
の活性を大きく変化させてしまった場合、も
はや元の正常遺伝子配列には戻すことはで
きず、その細胞は制御を失いがん細胞へ変化
してゆくと考えられる。こういった観点から、
高エネルギー光で生成する二重鎖切断やチ
ミンダイマーが細胞の生死を左右する重篤
な損傷である一方、低エネルギー光で生成す
るグアニン酸化損傷は点突然変異の積み重
ねによるがんや老化などの緩慢な効果を引
き起こす損傷であるといえる[喜納ら. 放射
線生物研究 2010, 45, 268]。 
 代表的なグアニン酸化損傷として、８オキ
ソグアニン(8oxoG)があげられるが、この損
傷はさらに酸化を受けて、オキサゾロン(Oz)
などを生成する[Kinoら. Bioorg Med Chem 
Lett 2010, 20, 3818等]。Ozは生体内から実
際に検出されているため[Matterら. Nucleic 
Acids Res 2006, 34, 5449]、8oxoGだけでは
なく、生体内では Oz の影響も無視できない
と申請者は考える。その考えのもと Oz に関

する真核生物における突然変異能と修復反
応について解析した結果、Oz は基本的に G
→Cトランスバージョンを引き起こすグアニ
ン 酸 化 損 傷 で あ る こ と [Kino ら . 
ChemBioChem 2009, 10, 2613]、hNEIL1や
hNTH1で 8oxoGよりも効率よく修復される
ことが明らかとなった。これらの結果だけか
ら判断すると、Ozは 8oxoGに比べて速やか
に修復されるため、8oxoGに比べると生体に
対してそれほど重篤な作用を及ぼしていな
いと言える。 
 ところで、ras遺伝子のコドン 12での点突
然変異は、がん細胞でのホットスポットであ
る。コドン 12の配列は GGCであり、グアニ
ン連続サイトが存在する。また、細胞の寿命
を左右するテロメア配列は TTAGGG の繰り
返しであり、グアニン連続サイトである。こ
れらの配列で、低エネルギー酸化反応が完全
に完結すると、一つのグアニンが 8oxoG や
Oz に変化するだけでは留まらず、最終的に
OzOzおよびOzOzOzクラスター損傷が生成
するだろう。実は助成期間前の P1 ヌクレア
ーゼの実験において、Ozの認識能は Ozの前
駆体であるイミダゾロン(Iz)や 8oxoGよりも
低下するという結果を得ている。当然 Oz が
連続すると酵素の認識能はより低下するは
ずである。こうして Oz 連続クラスター損傷
は、生体に対して重篤な作用を及ぼすと予想
できる。 
 
２．研究の目的 
 グアニン連続配列が酸化されて生成する
Oz 連続クラスター損傷について、解析を行
うためのオリゴマーを調製する。この Oz 連
続配列を含むオリゴマーを用いて、DNA ポ
リメラーゼによるプライマー伸長解析を行
う。 
 
３．研究の方法 
[実験 1. Oz 連続配列を含むオリゴマー
DNAの調製] 
 過去に報告されている方法を参考に
[Ikeda ら . J Am Chem Soc 1999, 121, 
10836]、Oz に変化させたいところのみに 8
メトキシグアニン (8meoG)を埋め込んだ
DNA オリゴマーを受託合成で研究期間開始
時に入手した。8meoG はグアニンよりも酸
化されやすく、選択的に Oz を生成させるこ
とができる。なお、現在では 8meoG のアミ
ダイトは製造中止になってしまい、8meoG
入りのオリゴマーが研究に必要になったと
きは 8meoG のアミダイトを合成する必要が
あり、実際に研究期間後半ではそのようにし
た。 
 30mer のオリゴマーの合成については、
DNA 合成機で一気に作成する方法と、
8meoG が入った 6mer のオリゴマーを合成
機で作ったのちに 13merオリゴマー、11mer
オリゴマーと相補鎖 30mer オリゴマーとを
用いてライゲーション法で作成した。 



 
[実験 2. Oz連続配列に対する伸長反応の解
析]  
 実験１で合成したオリゴマーと蛍光ラベ
ルしたプライマーをアニーリングし、ここに
dNTPと真核生物DNAポリメラーゼα、β、
クレノーフラグメント、ζ、η、κ、REV1
を加え、OzOz を乗り越えて全長まで伸長す
る効率を明らかにした。なお、蛍光ラベルし
たプライマーおよび DNA ポリメラーゼα、
β、クレノーフラグメント、ζ、yREV1 は
購入した。DNA ポリメラーゼη、κ、
hREV1341-829は当研究室で調製した。 
 
４．研究成果 
[実験 1. Oz 連続配列を含むオリゴマー
DNAの調製] 
 研究期間後期において 8meoG のアミダイ
トが販売停止になったので、研究室において
調製した。具体的には、過去に報告されてい
る方法を参考に[Ikedaら. J Am Chem Soc 
1999, 121, 10836]、2’-deoxyguanosineを N-
ブロモスクシンイミドでブロモ化し、その後、
ナトリウムメトキシドで８位をメトキシ化
する。その後、アミノ基を保護し、さらに 5’-
水酸基をジメトキシトリチルクロライドで
保護した。その後アミダイト化して、DNA
合成機で 8meoG 入りの DNA オリゴマーを
合成した。リボフラビン存在下で光反応し、
その後熱加水分解で Ozに変換した。 
 当初は 30merのオリゴマーを合成したが、
精製に用いる HPLC は当時精製に成功して
いたもの[Kinoら. ChemBioChem 2009, 10, 
2613]から更新されており、精製がうまくい
かなかった。そこで、8meoG 入りの 6mer
のオリゴマーを合成し、前述した光反応で
Oz入り 6merオリゴマーを合成した。さらに、
酵素でリン酸化した。13mer オリゴマー、
11mer オリゴマーと相補鎖 30mer オリゴマ
ーとを混合し、DNAリガーゼで 30merオリ
ゴマーを調製した。 
 ライゲーション法において、ここで報告し
たオリゴマーのセット以外のものも実験し
たが、一番効率が良かったものが今回記載し
たセットである。 
 なお、DNA 合成機が研究期間内に２回連
続故障し、その原因特定と修理のための時間
が予想以上にかかったことをここに特記し
ておく。 
 
[実験 2. Oz連続配列に対する伸長反応の解
析]  
 実験１で合成したオリゴマーと蛍光ラベ
ルしたプライマーをアニーリングし、ここに
dNTPと真核生物DNAポリメラーゼα、β、
クレノーフラグメント、ζ、η、κ、REV1
を加え、OzOz を乗り越えて全長まで伸長す
る効率を明らかにした。 
 クレノーフラグメントやヒト DNA ポリメ
ラーゼα、βはコントロールの GG連続配列

については当然全長まで伸長したが、OzOz
連続配列においては同条件では乗り越え伸
長しなかった。OzOz 連続配列での伸長効率
は Oz が １ つ 入 っ た も の [Kino ら . 
ChemBioChem 2009, 10, 2613]に対してよ
り伸長効率が悪かったことから、予測どおり
の結果となった。 
 酵母 DNA ポリメラーゼζはコントロール
のGG連続配列については当然全長まで伸長
したが、同条件で OzOz連続配列においても
効率が少し落ちるものの、全長まで伸長した。
OzOz 連続配列での伸長効率は Oz が１つ入
ったもの[Suzuki M & Kino Kら Chem. Res. 
Toxicol. 2015, in press]に対して少しだけ効
率が悪かったことから、予測どおりの結果と
なった。取り込まれた塩基の種類については、
GやAが挿入されたものがより乗り越えてお
り、Ozが１つ入ったものと傾向が似ていた。 
 ヒト DNA ポリメラーゼηはコントロール
のGG連続配列については当然全長まで伸長
したが、同条件で OzOz連続配列において伸
長したものの、効率はかなり悪かった。OzOz
連続配列での伸長効率は Oz が１つ入ったも
の[Kinoら. Nucleic Acids Symp.Ser. 2004, 
48, 171]に対してより伸長効率が悪かったこ
とから、予測どおりの結果となった。 
 ヒト DNA ポリメラーゼκはコントロール
のGG連続配列については当然全長まで伸長
したが、同条件で OzOz連続配列においては
まったく伸長しなかった。OzOz 連続配列で
の伸長効率は Oz が１つ入ったもの[Suzuki 
M & Kino Kら Chem. Res. Toxicol. 2015, 
in press]に対して伸長しなかったことから、
予測どおりの結果となった。 
 ヒト REV1341-829や酵母 REV1 は、コント
ロールのGG連続配列についてはシトシンを
挿入して伸長が止まった。一方、同条件で
OzOz 連続配列においては、コントロールと
同じようにシトシンを挿入したが、コントロ
ールよりも効率が悪かった。 
 
 以上より、DNA ポリメラーゼの種類によ
らず、OzOz連続配列は Oz１つのものに比べ
て、伸長効率が悪いことが判明した。これま
で、DNA ポリメラーゼによる伸長が止まり
やすい損傷にチミンダイマーなどが知られ
ているが、今回の研究結果から、伸長が止ま
りにくい損傷でも連続すると、伸長が止まり
やすいという予測どおりの事実が判明した。
これにより、GG 連続配列で生成する OzOz
連続クラスター損傷は細胞内で致死的な効
果を及ぼす可能性がある。6-4 チミンダイマ
ーのように、ヌクレオチド除去修復機構のタ
ーゲットになる可能性があり、今後、塩基除
去修復酵素の活性やヌクレオチド除去修復
反応の解析を実施する必要がある。 
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