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研究成果の概要（和文）：ピリミジン環が紫外線を吸収すると、5,6位二重結合に付加が起きる。その最も有名な例は
、ピリミジン２量体であるが、塩基周囲に最も多く存在する水も効率良く水和反応を引きおこす。DNAの紫外線照射に
起こる水和反応を、モデルとしてシトシンを含む合成オリゴヌクレオチドを用いて、シトシン５位の重水素交換で検出
できる可能性が示された。また、希薄なリン酸緩衝液中でデオキシシチジンに紫外線照射を行った後、種々の濃度のリ
ン酸緩衝駅中で処理する実験により、リン酸イオン一分子が関与し、水の脱離を触媒することがわかった。これは、DN
A中で自身のリン酸分子が水を取り除くことを触媒する可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：It is well known that pyrimidines are readily hydrated upon irradiation by UV. 
However, its significance in UV toxicity and mutagenicity is still unclear. Among DNA components, 
cytosines are photohydrated efficiently, while thymine is relatively resistant to the hydration. Because 
this reaction is reversible and hydrated cytosines are unstable, it is not easy to measure levels of 
hydration in DNA. We have tried to estimate the hydration by using hydrogen-exchange at 5-position of 
cytosine. As a model compound, oligonucleotides containing deoxycytidine was employed to study the 
hydrogen-deuterium exchange. The UV-irradiated sample is dissolved with H2O, and analyzed. We found that 
the deuterium exchange can be monitored by MALDI-TOF MS as well as NMR measurement. The MS measurement is 
much easier than NMR, and suitable for multiple analyses. Another aspect is an effect of cellular 
components on the photohydration. Phosphate can catalyze dehydration from deoxycytidine hydrate.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

DNA は、遺伝物資として遺伝子情報の安定

な伝達と進化に寄与している。DNA は化石

の中からも情報を持った形で取り出せるほ

ど極めて安定な分子であるが、反応性に富む

部分、いわばアキレス腱もいくつか持ってい

る。その１つは DNA を形成する２種の塩基

の１つであるピリミジン塩基の 5,6位であり、

この部位は付加反応を起こし易い。紫外線の

場合、ピリミジン２量体の形成が有名であり、

これは２分子の２重結合同士の付加反応で

ある。しかし、それ以外にも、この 2重結合

への水の付加も効率よく起きる。デオキシシ

チジン（dC）の 10 mM Tris –HCl, pH 8溶

液を、高さ 50 cmの 15W殺菌灯で 30分照射

するという簡単な実験でも、極めて効率よく、

図２に示す光水和物の生成(Boorstein, R.J, 

et al. Biochemistry 29, 10455-10460,1990)

が起きる。しかし、この水和物がどの程度複

製阻害や変異誘導作用があるか、DNA どの

くらい生成しているのか。よくわかっていな

い。また、ヌクレオチドでは反応がずっと遅

い。このことから、核酸中のリン酸基に水を

脱離する触媒作用、すなわち自己修復作用が

あるのではないかと考えた。そこで、以上の

２点、光水和物の障害作用と核酸の自己修復

作用を追求する。 

 

２．研究の目的 

核酸は紫外部に強い吸収を持つ結果、地上に

生きる生物にとって紫外線は最も危険な外

的要因のひとつとなっている。紫外線による

損傷としては隣接したピリミジン同士が結

合したピリミジン２量体と 6-4光産物がよく

知られており、これがすべての様に考えられ

てきた。しかし、その他にもいくつかの生成

物が知られている。その一つが水和物の形成

である。ピリミジンヌクレオチドは紫外線照

射により効率よく水和反応を起こし、水和物

となる。この反応は古くから知られている反

応であるが、十分な解析が行われてこなかっ

た。特に DNA 中でどの程度起きているのか

いう問題とヌクレオチドレベルできた生成

物の生体への影響の解析がほとんど行われ

てこなかった。そこで、DNA 中での水和反

応とモノマーレベルの生成物の反応とその

影響について検討する。さらに、紫外線の遺

伝遺伝作用をさらに広く調べるため、UVAの

作用をショウジョウバエを用いて調べる実

験も行った。 

 

３．研究の方法 

1) 重水素交換反応速度分析条件を決定する。

dC、または dCを含むオリゴヌクレオチドを

重水中で紫外線照射したのち、水に溶かし、

TOF-MSで分析した。 

2) 紫外線照射した UTPを市販の RNA合成

系に加え、生成物をゲル電気泳動で分析した。 

3) デオキシシチジンは UV吸収を有するが、

水付加体は 260 nm付近の吸収がほぼ 0とな

る。このことを利用し、まず、希薄なリン酸

緩衝液中で UV照射を行い、ほぼ 100%水付

加体となったサンプルを用意する。次にこれ

を種々の濃度のリン酸溶液で希釈し、時間を

おって、反応液の UV吸収を測定することに

より、水分子の脱離を測定する。 

4) 野生株、または変異株のショウジョウバエ

幼虫に紫外線を照射したのち、羽化した成虫

の翅毛の変異スポットの種類と数を測定す

る。 

 

４．研究成果 

1) UV照射した dC溶液を乾燥後再度重水に

溶かし、測定に用いた。NMR 分析の結果、

47%の 5位水素が重水素に置換していること

が示された。また、同じサンプルを

MALDI-TOFMS で分析すると、54%の置換

があったという結果が得られた。以上より、

シトシンの光水和が効率よく重水素置換を

引き起こすこととこの置換反応がNMRばか

りでなく、より簡便で少量のサンプルで測定

可能なMALDI-TOFMSで測定可能であるこ

とが示された。 

2) デオキシシチジン（dC）を含む 1 本鎖オ



リゴヌクレオチド及び 2本鎖オリゴヌクレオ

チドにおける dC の光水付加反応について実

験を行った。可逆的に水が脱離するため、

DNA を分解し、水付加物を単離して同定す

ることは困難である。そこで、重水中で反応

を行い、dC 5位の重水素置換を指標とする検

出法を試みている。オリゴヌクレオチドの重

水溶液に殺菌灯で紫外線を照射し、照射後に

酵素処理を施し、ヌクレオシドとした。これ

を MALDI-TOF-MS を用いて解析を行った。

紫外線照射前の 1本鎖及び 2本鎖オリゴヌク

レオチド由来ヌクレオシド混合物では、dC

に相当する m/ｚ228 にピークが検出される。

照射後には、見かけ上このピークが減少し、

重水素置換により分子量が 1増加したと思わ

れる、m/z229 のピークが検出されるように

なった。この結果はポリヌクレオチド中 dC

の光水和反応を５位重水素化を指標として

推定できる可能性を示している。 

3) rUTPに紫外吸収が消失するまで紫外線照

射を行って、水付加 rUTP を調製し、RNA

合成系に添加する実験を行った。４種類の鳥

リン酸のうち、UTP と水付加 rUTP と完全

に入れ替えたところ、RNA 合成は全く起こ

らなかった。水付加 rUTPを種々の割合で混

合し、RNA 合成反応を行った。その結果、

異常な泳動度を示す生成物の生成が観察さ

れた。これは、水付加体が RNA 合成になん

らかの影響を与えることを示唆している。さ

らに、生成物を分解後、HPLCで分析すると

不明な成分が含まれていることがわかった。 

4) リン酸緩衝液中でシチジン水付加物から

UV 吸収が回復する速度を測定した。その結

果、濃いリン酸にとかせば溶かすほど、より

速く吸収が回復することがわかった。リン酸

濃度と水脱離の速度をプロットすると直線

関係にあることが示されれた。このことから、

一分子のリン酸イオンが関与して、脱離を触

媒していることが示された。 

5) VA領域の紫外線は主として酸化傷害を誘

起すると言われている。UVAの酸化的損傷作

用をショウジョウバエを用いて解析した。す

なわち、UVA領域紫外線照射による変異誘導

を野生株ならびに酸化傷害感受性株（ショウ

ジョウバエ）と比較した。また、ショウジョ

ウバエの各種変異株に光照射し、変異誘導、

致死作用に対する波長依存性を検討した。

LED-UVA を用いて高線量 UVA による傷害

とスペクトログラフによる分光紫外線によ

る傷害との比較を行うため、ショウジョウバ

エの DNA 傷害修復欠損株ならびに酸化傷害

感受性株を用い突然変異検出した。また、

DNA 鎖切断の有無を調べた。LED-UVA 照

射により、野生株で観察されない線量で、シ

ョウジョウバエ尿酸欠損株において体細胞

突然変異が観察された。UVA照射直後から、

ヒストン H2AvD（H2AX ショウジョウバエ

ホモログ）のリン酸化が顕著に増加すること

から、DNA 二本鎖切断が誘導されているこ

とが示唆された。310 nm UVB照射において

も、ヒストンリン酸化は観察されたが、野生

株と尿酸欠損株において大きな差が見られ

なかった。UVBとの反応性の違いから、UVA

の変異誘導には尿酸で防御されるような酸

化傷害が関わっていると考えられる。 
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